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resumo A indústria de pasta para papel produz uma série de sub-produtos,
nomeadamente o licor de cozimento da madeira ao sulfito ácido. Este licor é
constituído essencialmente por lenhossulfonatos e açúcares que resultam da
da degradação das hemiceluloses, nomeadamente pentoses. A xilose é a
pentose predominante. O licor pode ser utilizado como substrato na obtenção
de produtos de valor acrescentado por processos biotecnológicos. O objectivo
deste trabalho foi estudar a melhor forma de produzir proteína microbiana e
xilitol a partir do licor de cozimento ao sulfito ácido. A proteína microbiana pode
ser utilizada em rações para animais e na alimentação humana diminuindo
assim o fosso que existe a nível mundial entre a oferta e a procura de
alimento. O xilitol é um poliol com elevado interesse para as indústrias
alimentar, farmacêutica e cosmética. Foram efectuados diferentes ensaios
fermentativos em batch para obtenção de proteína microbiana com o fungo
Paecilomyces variotii e as leveduras Kluyveromyces fragilis e Candida utilis em
meio de extracto de malte (ME) e em meio definido para leveduras (YM), com
diferentes concentrações de licor. Os resultados indicaram que o fungo tem
uma grande capacidade de metabolizar as fontes de carbono disponíveis no
licor para o seu crescimento celular e evidencia igualmente uma elevada
tolerância aos inibidores presentes. As leveduras demonstraram rendimentos
muito inferiores na produção de biomassa sendo fortemente inibidas em meio
com 80% de licor. A biomassa fúngica foi analisada e os resultados mostraram
que possui um teor proteico de 67-70% e que o teor de ácidos nucleicos ronda
os 17%. Um dos problemas que afecta a eficiência do processo de conversão
de xilose a xilitol é o elevado número de compostos presentes no licor ao
sulfito ácido que inibem a fermentação por parte das leveduras. Para evitar
este problema utilizaram-se resinas de permuta iónica para separar a fracção
de açúcares do licor. Sendo o xilitol um produto de elevado valor acrescentado
o procedimento é justificado apesar dos custos. A solução de açúcares obtida
não apresentava vestígios de ácido acético e grande parte dos
lenhossulfonatos tinham sido removidos. A Debaryomyces hansenii foi a
levedura escolhida para converter xilose em xilitol. Utilizou-se um planeamento
factorial 23 para definir a melhor constituição do meio. O rendimento máximo
obtido foi de 63%, sendo as concentrações óptimas do meio: 30 g/L de xilose,
1g/L de extracto de levedura e, metade da concentração referenciada, no caso
dos sais. Foi realizada uma última fermentação com estes compostos na
solução de açúcares mas serão necessários ensaios futuros para a obtenção
de melhores resultados.
keywords Single cell protein, xylitol, yeast, fungus, sulphite spent liquor,  biorefinary
abstract The Hardwood Spent Sulfite Liquor (HSSL) is the waste by-product of the pulp
and paper industries that produce bleached pulps by acidic sulphite pulping of
Eucalyptus globulus wood. After the pulping, HSSL is burned for energy
recovering. HSSL contains essentially sulphonated lignin (lignosulphonates)
and sugars from degraded hemicelluloses, mainly pentoses. Xylose is the main
pentose present. HSSL can be used as a substrate for different bioconvertion
products with market value. The aim of this work was to study the best way to
produce single cell protein (SCP) and xylitol from HSSL. There are different
applications for Single Cell Protein such as human food and animal feed that
contribute for the reduction of the gap in demand and supply of food in the
world. Xylitol is a sugar polyalcohol of great interest for food, odontological and
medical-pharmaceutical industries. Different batch fermentations for SCP
production were carried out with Paecilomyces variotii, Kluyveromyces fragilis
and Candida utilis on both Malt Extract Medium (ME) and Yeast Medium (YM),
with different concentrations of sulphite liquor. The results indicate that the
fungus has a huge capacity to metabolize the HSSL available carbon sources
for cell growth and exhibit high tolerance to the present inhibitors. Yeasts
showed much lower yields on biomass production being strongly inhibited at
80% liquor medium. Fungus biomass analysis was performed and a protein
content of 67 – 70% and a nucleic acid content of 17% were presented. A
common problem associated with the efficient conversion of xylose to xylitol is
that HSSL contains a broad range of compounds which inhibit yeast fermenting
bioprocesses, ion exchange resins to separate a sugars fraction, were used to
avoid this problem. Being xylitol a high value market product this procedure was
justified besides the cost. The obtained sugar solution was free from acetic acid
and a big fraction of lignosulphonates. Debaryomyces hansenii was chosen to
convert xylose to xylitol. Batch fermentation experiments were carried out to
define synthetic medium components. The results showed that glucose at low
concentrations, an hexose that D. hansenii preferentially assimilate, is essential
to start cell growth and xylose to xylitol conversion. A 23 factorial design
combined with response surface methodology was used to define the medium
best constitution. The optimum attained product yield was 63% and the
optimum concentrations of xylose, yeast extract, and salts solution were 30g/L,
1g/L and half of referenced concentration, respectively. One last assay with
these components on the sugar fraction was performed but further experiments
should be done to obtain better results.
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1.  Matéria-prima 
 
De acordo com estudos recentes realizados pela “US Forest Service”, a 
biomassa terrestre produzida anualmente é 61% proveniente das florestas, 8 % de 
áreas cultivadas, 5 % de pastagens e 26% de outras áreas terrestres. Foram 
estimadas 220 biliões de toneladas de biomassa seca total disponíveis anualmente. A 
sua composição percentual é 75% de hidratos de carbono, 20 % de lenhina e 5 % de 
outros (óleos vegetais, proteínas…). Considerando apenas as terras aráveis cultivadas, 
foram feitas estimativas sobre a área potencial de terra disponível no futuro, para 
usos não alimentares: apenas um terço da área total não será utilizada para suprir 
necessidades alimentares em 2040 (assumindo que a população mundial atingirá os 9 
biliões). Assim, cerca de 1 bilião de hectares poderá ser efectivamente utilizado para o 
cultivo de culturas não-alimentares (Peters, 2007). 
 
Em Portugal, a principal fonte de biomassa é, sem dúvida, a floresta a qual 
representa um terço da área total do País, constituindo desta forma um importante 
recurso que deverá ser avaliado no sentido de se obter um conveniente 
aproveitamento do mesmo. De acordo com a terceira revisão do Inventário Florestal 
Nacional em 2001 (DGF, 2001), a área ocupada por povoamentos florestais em 
Portugal continental corresponde a cerca de 3202 mil hectares (Tabela 1), onde o 
pinheiro bravo e pinheiro manso são as espécies mais abundantes, seguidos do 
sobreiro, do eucalipto e da azinheira. Geograficamente, a região com maior área 
florestada é o Alentejo, seguido da região Centro, Norte, Lisboa e Vale do Tejo e 
Algarve. 
 
Tabela 1 - Superfície dos povoamentos puros e mistos dominantes (em 103 ha) (DGF, 2001). 
 Pinheiro1 Eucalipto Sobreiro Azinheira Outras 
folhosas 
Outras 
resinosas 
TOTAL 
Norte 246 143 21 20 152 21 604 
Centro 571 227 28 32 86 4 948 
Lisboa e Vale 
do Tejo 
110 143 140 3 19 1 416 
Alentejo 112 131 484 398 11 0.3 1136 
Algarve 15 29 40 9 6 0 98 
TOTAL 1054 672 713 462 274 27 3202 
1 Inclui pinheiro bravo e pinheiro manso 
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Em Portugal, o pinheiro e o eucalipto adquirem uma importância relevante, 
uma vez que o eucalipto é a principal matéria-prima da indústria da pasta para papel, 
apresentando o crescimento mais rápido, enquanto o pinheiro bravo é a principal 
espécie florestal consumida pela indústria da serração e do mobiliário (INE, 2001). 
 
A matéria–prima e o seu preço associado é um ponto crucial no custo do 
produto final e na sua competitividade de mercado. O rendimento do produto, a 
eficiência do processo utilizado assim como o grau de produtividade do microrganismo 
são igualmente considerações importantes a ter em conta. 
 
 
1.1  Origem da matéria-prima 
 
1.1.1  Madeira 
 
Embora a maior parte das fibras de celulose seja proveniente do tronco das 
árvores (parte lenhosa), elas também podem vir das folhas como é o caso do sisal, e 
dos frutos, como no caso do algodão. Actualmente as de maior importância económica 
são as fibras de madeira, de árvores do grupo das dicotiledóneas arbóreas 
(Amgiospermae) e das coníferas (Gymnospermae). Essas madeiras são também 
conhecidas por folhosas (porosas, duras ou “hardwood”) e resinosas (não porosas, 
moles ou “softwood”) (Sjostrom, 1981). 
A madeira, com uma estrutura celular diversificada, exibe um conjunto de 
propriedades que a tornam especialmente apta para uma vasta gama de usos, 
independente da sua origem botânica. Trata-se de um material anisotrópico, 
higroscópico, biodegradável, combustível, isolante e química e mecanicamente 
resistente, cujo interesse para a indústria de pasta e de papel reside na qualidade e na 
quantidade (rendimento) das fibras. Na Figura 1 apresenta-se esquematicamente uma 
análise macroscópica da madeira através de uma secção transversal do tronco. 
Nesta podemos distinguir globalmente cinco regiões da estrutura macroscópica: 
cerne, borne, câmbio, floema e periderme mais a medula que não está representada 
na figura mas é a parte central do tronco da árvore. 
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                     Figura 1 - Secção transversal de uma árvore adulta (Kellomäki, 1999). 
 
A casca (periderme), composta por tecido inactivo, tem como função proteger 
os tecidos vivos da árvore contra o ataque de microrganismos e insectos, bem como 
proteger de “ataques” mecânicos e climáticos. 
O floema é o principal tecido condutor da seiva que transporta os nutrientes 
das plantas. Tanto o floema primário, como o secundário, possuem os mesmos tipos 
de células, sendo que o primário, por não possuir raios, apresenta orientação celular 
no sentido axial, enquanto o secundário está organizado por dois sistemas de 
orientação celular, o axial e o radial. O crescimento em espessura da planta deve-se à 
actividade do câmbio vascular, que é o tecido responsável pela formação do xilema 
(cerne e alburno) e do floema. Consiste em dois tipos de células: as iniciais fusiformes 
que são responsáveis pela formação de todo o sistema axial do tronco e as iniciais 
radiais que originam o sistema radial. 
O xilema é o principal tecido condutor de água e, estruturalmente, é 
constituído por dois tipos de células. Na planta jovem, o xilema consiste em células 
vivas ou funcionais que, com o passar do tempo, tornam-se inactivas. Essas células 
inactivas constituem o cerne que, geralmente, têm cor diferente do alburno (camada 
de células funcionais), devido às várias substâncias que acompanham essa 
transformação. 
A medula é um tecido contínuo, localizado na região central do tronco, tendo 
como função armazenar substâncias nutritivas para a árvore (Kellomäki, 1999). 
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1.1.2  Estrutura química 
 
A madeira é essencialmente constituída por compostos tais como a celulose 
(40-50 %), hemiceluloses (15-30 %) e lenhina (20-30 %). Outras substâncias de 
baixo peso molecular, representadas essencialmente por extractos: terpenos, ácidos 
resinosos, ácidos gordos e fenóis (1-3 %), estão presentes na madeira em pequenas 
quantidades. As quantidades relativas dos componentes da madeira variam com o tipo 
de madeira e o tipo de parede celular (Tabela 2). 
 Pode-se comparar a celulose a uma espécie de esqueleto e representar a 
hemicelulose como a matriz e a lenhina como ligante, pois a hemicelulose e a lenhina 
vão acomodar-se precisamente entre as fibrilas e as microfibrilas, com a função de as 
agregar (Sjostrom, 1981).  
 
         Tabela 2 - Principais componentes da madeira 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.2.1  Celulose 
 
A celulose é um homopolissacarídeo composto por unidades β-D-glucopiranose, 
unidas por ligações glicosídicas β (14) (Figura 2). Ao longo da cadeia a unidade 
regular é um dissacarídeo (celobiose - 1.03 nm), sendo todavia o número de 
Componentes 
Resinosas 
(%) 
Folhosas 
(%) 
Celulose 35-45 40-50 
Lenhina 25-35 18-25 
Extractáveis 3-8 1-5 
Cinzas 0,2-0,5 0,3-0,6 
Hemiceluloses   
(Galacto)glucomananas 
Xilanas 
20-25 
5-10 
2-5 
15-30 
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moléculas de -D-glucopiranose presentes que determina o grau de polimerização da 
celulose. Qualquer unidade glicosídica está afastada 180º em relação à sua 
vizinhança. A fórmula geral do polímero é (C6H12O5)n, onde n pode atingir valores 
médios de 10000 para fibras de madeira e 3000 nas fibras de pastas. As moléculas de 
celulose são lineares e têm uma forte tendência para formar pontes de hidrogénio 
intra e intermoleculares. Porções de moléculas de celulose estão agregadas na forma 
de microfibrilas. Estas microfibrilas são constituídas por regiões cristalinas 
rigorosamente ordenadas alternando com regiões amorfas menos ordenadas. 
Microfibrilas formam fibrilas, fibrilas formam fibras. Como consequência da sua 
estrutura fibrosa e das fortes ligações por pontes de hidrogénio a celulose apresenta 
uma elevada força de tensão. As suas estruturas lineares e cristalinas são 
responsáveis pela rigidez atribuída à madeira (Kirk & Farrell, 1987). 
 
 
 Figura 2 - Representação simplificada da estrutura da celulose 
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Celulose) 
 
1.1.2.2  Hemiceluloses 
 
As hemiceluloses são heteropolissacarídeos ramificados, que apresentam um 
grau de polimerização entre 100 a 200 apresentando massa molecular inferior à da 
celulose. São sintetizadas por vias biossintéticas diferentes das da celulose, 
apresentando uma estrutura aparentemente amorfa e cadeias mais curtas que a 
celulose. Os seus componentes monoméricos são constituídos principalmente por D-
glucose, D-galactose e D-manose (como hexoses), D-xilose, D-arabinopiranose e L-
arabinofuranose (como pentoses), e pequenas quantidades de L-ramnose e L-fucose 
(como desoxi-hexoses), em adição ao ácido D-glucurónico, ácido 4-O-metil-D-
glucurónico e ácido D-galacturónico (como ácidos hexenurónicos). 
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Tal como a celulose, grande parte da função das hemiceluloses cinge-se à de 
material de suporte na parede celular, actuando como matriz de suporte para as 
microfibrilas de celulose (Kirk & Farrell, 1987). 
A composição e a estrutura das hemiceluloses na madeira de resinosas diferem 
das hemiceluloses provenientes da madeira de folhosas, assim como existem 
diferenças entre hemiceluloses que provém do tronco, da casca ou dos ramos da 
árvore. 
As principais hemiceluloses presentes na madeira das resinosas são as 
galactoglucomananas (20%) sendo estas compostas na cadeia principal pela β-D-
glucopiranose e β-D-manopiranose, com ligações do tipo β (14), e ramificações de α-
D-galactopiranose e grupos O-acetil. 
A estrutura principal da hemicelulose típica da madeira de uma folhosa, 
nomeadamente Eucalyptus globulus, espécie predominante em Portugal, é a O-acetil-
(4-O-metil-α-D-glucurono)-D-xilana, geralmente designada como glucuronoxilana ou, 
simplesmente, xilana (Figura 3). 
 
 
Figura 3 - Fórmula abreviada da glucuronoxilana de Eucalyptus globulus (Xilp=xilopiranose; 4-
O-Me-a-D-GlcpA=Ácido 4-O-metil-glucopiranosilurónico; Ac=CH3CO) (Evtuguin et al., 2003). 
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1.1.2.3  Lenhina 
 
A lenhina é um heteropolímero tridimensional que é constituído por unidades 
fenilpropano (C9) (Figura 5). A lenhina é sintetizada a partir de três álcoois 
percursores: o álcool cumarílico, que dá origem às unidades p-hidroxifenil propano (H) 
no polímero, o álcool coniferílico (Figura 4), percursor das unidades guaiacil (G) e o 
álcool sinapílico, que origina as unidades seringil (S) (Meunier, 1994). 
A lenhina é o segundo composto mais abundante nas células da madeira e é 
caracterizada por uma série de características peculiares: heteropolímero natural de 
natureza aromática, hidrofóbica, estereoregular, estrutura entrecruzada, vários tipos 
de ramificações e formado por unidades de álcoois derivadas do 1 – fenilpropano, 
apresenta ligações alquil-arilo, arilo-arilo, alquil-alquil (Smook, 1990; Clark, 1985). O 
grau de polimerização na madeira é indefinido. A polimerização destes compostos dá-
se por acoplamento de radicais formados por reacção com o peróxido de hidrogénio, 
catalisada por uma enzima, a lenhina peroxidase (LiP). A proporção destes três álcoois 
cinâmicos presentes na polimerização determina classes diferentes de lenhina, com 
propriedades e características distintas (Meunier, 1994; Sjostrom, 1981). No processo 
de biossíntese, reacções secundárias poderão levar a cruzamentos entre a lenhina e 
hemiceluloses, formando diferentes ligações lenhina-polissacarídeo. 
 
CH2OH
CH
CH
OH
OCH3
CH2OH
CH
CH
OH
H3CO OCH3
CH2OH
CH
CH
OH  
                  Álcool cumarílico   Álcool coniferílico    Álcool sinapílico                 
                  Figura 4 - Percursores das unidades fenilpropano da lenhina (Sjostrom, 1981). 
 
Actualmente, o paradigma aceite para a estrutura da lenhina é que a 
macromolécula está presente na madeira na forma de uma rede polimérica 
tridimensional não cristalina. Entretanto, alguns investigadores têm sugerido uma 
definição menos geral, baseada nas possíveis mudanças estruturais existentes em 
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lenhinas presentes em diferentes regiões morfológicas da madeira. Nas últimas duas 
décadas, técnicas modernas de ressonância magnética nuclear (principalmente RMN 
de 13C) têm sido aplicadas na identificação e caracterização de subestruturas 
presentes na molécula de lenhina. Nestes estudos, pequenos fragmentos 
representativos do sistema macromolecular têm sido utilizados como compostos 
modelo. De acordo com a análise química dos resíduos obtidos em processos de 
produção de pasta, as principais ligações presentes na lenhina foram classificadas 
como β-O-4 (50 %), β-5 (9-12 %) e 5-5 (10-11 %). Os tipos de ligações formadas na 
lenhina dependem da origem da madeira. 
A lenhina é um polímero que confere firmeza e rigidez ao conjunto das fibras 
de celulose. Trata-se de uma estrutura resistente ao impacto, à compressão e à 
dobra. A sua função fundamental é actuar como material incorporado nas células, 
interpenetrando as fibrilas dando resistência às paredes celulares. Devido ao carácter 
hidrofóbico da lenhina, a sua presença nas pastas inibe a absorção de água e o 
inchamento das fibras, daí a necessidade da sua remoção, utilizando o método de 
deslenhificação que se baseia na termoplasticidade da lenhina. 
 
        Figura 5 - Estrutura da lenhina (http://chemistry.umeche.maine.eduFortGosta-Lignin). 
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1.1.2.4  Extractáveis 
 
Os extractáveis são componentes da árvore não pertencentes à parede celular, 
de baixo e médio peso molecular, que podem ser extraídos em água ou em solventes 
orgânicos neutros. Esses compostos englobam uma grande gama de compostos 
químicos e ocorrem em maiores quantidades na casca e nas raízes. As resinosas têm 
cerca de 5 a 8% de extractáveis enquanto nas folhosas os valores ficam entre os 2 a 
4% e apresentam menor teor de ácidos resiníferos. A classificação dos extractáveis 
pode ser feita em três grupos: alifático, terpenos/terpenoídes e fenólicos (Fengel & 
Wegener, 1984). 
 
1.2 Processamento de pastas ao sulfito 
 
O processo de cozimento inicia-se com a etapa de impregnação das aparas de 
madeira (Figura 6), após estas terem sido imersas no licor de cozimento. Esta etapa 
envolve, quer a penetração do licor nas cavidades da madeira, quer a difusão e 
dissolução dos constituintes químicos do licor (Kirk & Othmer, 1985). Neste processo, 
o ácido de cozimento contém alta percentagem de SO2 livre, conferindo ao licor de 
cozimento um pH entre 1-2. O licor é enviado para o digestor no início do cozimento, 
consiste numa solução aquosa contendo 4 a 8 % de dióxido de enxofre livre e 1 a 3 % 
de dióxido de enxofre na forma combinada. Podem-se obter diferentes ácidos de 
cozimento, dependendo da finalidade da celulose a ser obtida, da base usada 
(magnésio, sódio, cálcio ou amónia) e das condições exigidas no cozimento (Philipp & 
Almeida, 1988). A temperatura máxima atingida durante o cozimento ronda os 125-
145 ºC durante um período de tempo de 4-10h. Dos digestores sai pasta crua, que 
segue depois para o branqueamento em dois estágios, e licor, que passa por uma 
série de sete evaporadores por onde flui em contra-corrente um condensado de 
vapores a temperatura elevada. Entra como licor fino, com cerca de 12 % de teor de 
sólidos, e sai como licor grosso, com um teor de sólidos que ronda os 58 %, tendo 
sido essencialmente evaporados ao longo do percurso água e algum ácido acético. O 
primeiro estágio de branqueamento da pasta é composto pela extracção alcalina 
seguida de uma etapa com oxigénio e, a finalizar, uma com o agente de 
branqueamento peróxido de hidrogénio. O segundo estágio de branqueamento é 
semelhante mas não inclui a etapa do oxigénio. A maior parte do licor grosso é 
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queimado para gerar energia, sendo igualmente recuperada a base utilizada, o 
magnésio, e a outra parcela, 20-30 %, é vendida para diferentes fins. 
Os reagentes químicos são processados em separado para serem aproveitados 
na obtenção do licor de cozimento. Com o magnésio como base, os produtos de 
recuperação são o óxido de magnésio e o dióxido de enxofre, cuja recombinação 
permite formar o licor de cozimento. Outro factor importante para a escolha da base é 
o uso final da pasta celulósica. O elevado custo do magnésio encorajou o 
desenvolvimento de sistemas de recuperação eficientes, que em cada um dos casos é 
actualmente um aspecto essencial no controlo ambiental. 
 
Figura 6 - Produção de pasta para papel e licor pelo método do sulfito ácido. Base utilizada: 
magnésio. 
 
Sob condições acídicas as estruturas mais importantes da lenhina são 
sulfonadas independentemente de estarem livres ou esterificadas, formam-se assim 
os lenhossulfonatos. 
As perdas em hidratos de carbono são consideráveis no início do cozimento, o 
que significa que estes são atacados a uma temperatura relativamente baixa enquanto 
a deslenhificação ainda se processa de uma forma lenta. Na última fase deste 
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processo dá-se uma alteração drástica na selectividade do mesmo e voltam a existir 
perdas ao nível dos hidratos de carbono, é nesta altura que termina o cozimento para 
evitar perdas de maior. As hemiceluloses são atacadas mais facilmente do que a 
celulose devido ao seu estado amorfo, baixo grau de polimerização e às suas lábeis 
ligações glicosídicas perante a hidrólise ácida. Assim, fragmentos de hemiceluloses 
despolimerizadas são dissolvidos no licor de cozimento (final) e são gradualmente 
hidrolisados a monossacarídeos. As hemiceluloses presentes na madeira de folhosas, 
as glucuronoxilanas acetiladas, são desacetiladas durante o cozimento e as fracções 
de xilana altamente substituídas com grupos de ácidos urónicos são rapidamente 
dissolvidas enquanto que as que possuem menos ramificações são preferencialmente 
retidas na pasta (Sjostrom, 1981). 
 
1.2.1  Licor de cozimento ao sulfito ácido 
 
Grande parte da composição orgânica do licor ao sulfito ácido no final do 
cozimento resulta da lenhina, sob a forma de lenhossulfonatos e de hemiceluloses, sob 
a forma de monómeros: xilose, manose, arabinose galactose, glucose. Encontram-se 
igualmente presentes compostos resultantes da degradação de material 
lenhinocelulósico, só que numa proporção menor. Estes são classificados em 4 grupos: 
1) produtos derivados dos açúcares – furfural (degradação de pentoses) e 
hidroximetilfurfural (degradação de hexoses). 2) Ácidos alifáticos – ácido acético 
(degradação das hemiceluloses acetiladas), ácido levulínico, ácido fórmico. 3) 
Produtos derivados da degradação da lenhina – compostos aromáticos e 
poliaromáticos com uma variedade de substituintes. 4) Compostos derivados de 
metais e minerais da madeira, do solo, ou do equipamento da própria indústria. 
Alguns destes compostos podem inibir o crescimento de microrganismos. O 
ácido acético é inibidor para as leveduras (0.5-9 g/L), contudo algumas são capazes 
de o utilizar no crescimento e na sua manutenção. O acetato é solúvel nos lípidos da 
membrana celular e inibe, por interferência química, o transporte de fosfato a nível 
membranar, aumentando os requisitos para a manutenção das funções celulares e 
alterando a morfologia das células. O grau de inibição também depende da 
concentração do mesmo e da disponibilidade de oxigénio.  
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O furfural pode inibir o crescimento e a fermentação por parte das leveduras. A 
concentração inibitória de furfural é de 1.3-3.2 g/L, contudo concentrações abaixo de 
2 g/L são tidas como tendo pouco efeito na fermentação (Parajó et al., 1997). 
Os fungos, nomeadamente Paecilomyces variotii, são descritos como tendo um 
bom desempenho em resíduos que contém elevadas concentrações de inibidores, 
nomeadamente o licor de cozimento ao sulfito ácido (Forage, 1999). 
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I – PROTEÍNA MICROBIANA  
 
 
2.  Proteína microbiana 
 
O crescente aumento da população mundial originou uma necessidade cada vez 
maior de oferta de alimento nos países de terceiro mundo conduzindo a um vazio 
entre a oferta e a procura. O resultado é um aumento da fome mundial, assim como 
os casos de má nutrição. Esta situação criou a necessidade de encontrar fontes 
proteicas alternativas. A proteína microbiana (“SCP – single cell protein”), biomassa 
constituída por microrganismos que são geralmente muito ricos em proteínas, pode 
ser parte da resposta. Para além de poder suprir muitas das necessidades alimentares 
de países de terceiro mundo, a proteína microbiana está actualmente a encontrar no 
mercado dos países desenvolvidos um lugar de destaque: como suplemento alimentar 
para rações para animais e como constituinte cada vez mais presente na dieta 
humana, como aditivo ou como substituinte de proteínas de origem animal em dietas 
vegetarianas. Uma das grandes vantagens assenta também no processo de obtenção 
desta fonte proteica: o bioprocessamento de desperdícios da agricultura e da 
indústria, o que resulta num produto final mais barato e num contributo ambiental 
importantíssimo. 
Na produção de SCP a uma escala industrial, a matéria-prima deve ser de baixo 
custo, deve ser passível de ser assimilada pelo microrganismo, na sua totalidade, 
como fonte de carbono sendo este transformado em material celular em vez de ser 
oxidado a dióxido de carbono ou outros produtos. Apesar da SCP ser constituída por 
45-50 % de carbono, do ponto de vista nutricional é mais importante o seu conteúdo 
em azoto do que em carbono (Hammer & Hamdan, 2001). 
 
A produção de proteína microbiana a partir de detritos ricos em hidratos de 
carbono pode ser descrita desta forma: 
 
C6H12O6 + O2 + N, P, K, Mg, S          biomassa + CO2 + H2O + calor 
 2,0 kg       0,7 kg        0,1 kg                         1,0 kg        1,1 kg    0,7 kg   3 kcal 
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As necessidades a nível de nutrientes necessários ao crescimento dependem da 
composição elementar da célula do microrganismo em causa (Forage, 1999). 
Existe actualmente uma grande variedade de fontes de carbono disponíveis 
para fermentações industriais com vista à obtenção de bioprodutos e biocombustíveis. 
Os hidratos de carbono mais utilizados são os que provém de plantas como a cana-de-
açúcar e plantas utilizadas na produção de amido. São igualmente utilizados óleos e 
gorduras como fonte de carbono única ou em combinação com hidratos de carbono. 
Nestes últimos anos os materiais lenhinocelulósicos têm vindo a ocupar um lugar de 
destaque, nomeadamente o licor de cozimento da madeira, subproduto da indústria 
papeleira. Este subproduto é conhecido como o licor de cozimento ao sulfito ácido ou 
“sulfite spent liquor” (SSL) e contém, para além de lenhossulfonatos, hidratos de 
carbono (2-4 %), pentoses e hexoses, obtidas a partir da hidrólise parcial de celulose 
e hemiceluloses. A concentração relativa destes açúcares depende essencialmente do 
tipo de madeira utilizada, a madeira de folhosas é rica em pentoses e a que tem 
origem em resinosas é rica em hexoses. Porque se produz diariamente elevadas 
quantidades deste subproduto, rico em açúcares, passou a ser considerado uma 
matéria-prima atractiva para a obtenção de produtos de valor acrescentado, um 
exemplo disso é a proteína microbiana.  
Nas vantagens do consumo de proteína microbiana incluem-se ainda a elevada 
qualidade da proteína, baixo conteúdo em gorduras e o facto de poderem ser 
produzidas todo ano sem depender do clima, excepto no caso das micro-algas. Em 
estudos realizados recentemente comprovou-se que a proteína microbiana tem a 
capacidade de fazer diminuir o colesterol no plasma e os triglicerídeos no fígado, é 
considerada um agente cardio protector, podendo ser aplicada a nível farmacológico 
ou como alimento funcional (Berg et al., 2007). 
Os microrganismos utilizados são geralmente mais equilibrados em 
aminoácidos essenciais que muitos outros alimentos, têm taxas de reprodução muito 
mais elevadas do que outros seres vivos, apresentam elevadas taxas de crescimento 
por unidade de área ou volume de produção e podem crescer a partir de produtos 
diversos, alguns sem valor económico significativo, pelo que constituem uma 
interessante alternativa como fonte alimentar (Pereira, 1996).  
Contudo, existem limitações que devem ser consideradas, nomeadamente: o 
elevado teor em ácidos nucleicos que, normalmente, não existe nos fungos 
filamentosos, leveduras e micro-algas, mas existe em teores superiores a 16% nas 
bactérias, o que pode ser prejudicial à saúde. Teores elevados destes ácidos provocam 
acumulação de ácido úrico no sangue e articulações, devido à degradação dos ácidos 
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nucleicos e à inexistência da enzima uricase nos humanos. Este problema pode ser 
contornado recorrendo à activação de RNAases endógenas num tratamento térmico 
breve – 64 ºC, 20min (Anupama & Ravindra, 2000) . Alguns componentes da parede 
celular ou das células dos microrganismos podem causar perturbações digestivas ou 
reacções alérgicas, em geral ou em grupos específicos de consumidores, pelo que é 
necessário um processamento industrial prévio de forma a destruir esses compostos. 
Os microrganismos, cujo consumo ou utilização na produção de alimentos não seja 
tradicional, devem ser utilizados com extremo cuidado, de forma a evitar intoxicações 
ou ingestão de substâncias cancerígenas. Este facto restringe o consumo apenas a um 
pequeno grupo de microrganismos, tradicionalmente utilizados com alimento por 
alguns povos ou vulgarmente utilizados na tecnologia alimentar (microrganismos 
GRAS – “Generally Recognized As Safe”, EUA ou QPS – “Qualified Presumption of 
Safety”, UE) (Pereira, 1996). 
 
 
2.1  Substratos 
 
Actualmente, a proteína microbiana é produzida recorrendo a uma grande 
variedade de microrganismos que vão desde micro-algas a bactérias passando por 
fungos e leveduras. 
 
Tem-se utilizado uma grande variedade de substratos na cultura de bactérias, 
fungos e leveduras mas os mais comuns são aqueles a partir dos quais as fontes de 
carbono e energia derivam de hidratos de carbono, uma vez que os mono e 
dissacarídeos são substratos naturais destes microrganismos, são renováveis e estão 
amplamente distribuídos na natureza. No caso dos fungos e leveduras recorre-se 
normalmente a resíduos que forneçam carbono e azoto para o seu crescimento, um 
exemplo comum são os resíduos lenhinocelulósicos provenientes da madeira e da 
produção de pasta para papel, da cultura do trigo, dos melaços de cana-de-açúcar ou 
de beterraba. São igualmente utilizados como substrato: metano, metanol e águas 
residuais de indústrias alimentares. 
 
Os licores sulfonados do processamento da pasta de papel são também 
importantes fontes de hidratos de carbono, sendo um substrato muito interessante 
uma vez que utilizados para a produção de proteína microbiana reduzem ao mesmo 
tempo o efeito poluente do resíduo no meio ambiente (Pereira, 1996). 
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2.2  Microrganismos 
 
Candida utilis (Figura 7) é especialmente indicada para a produção de SCP no 
licor ao sulfito ácido pois tem uma tolerância elevada em relação à presença de 
sulfitos e porque tanto pode converter hexoses como pentoses. Candida utilis tem sido 
frequentemente utilizada na produção de biomassa devido à sua capacidade em 
utilizar uma grande variedade de fontes de carbono, não necessitar da adição de 
vitaminas, poder utilizar amónia ou nitratos como fontes de azoto e pelo seu elevado 
rendimento proteico. É referenciada como sendo a espécie de levedura mais utilizada 
na produção de proteína microbiana para alimentação animal (Kurtzman & Fell, 1996). 
 
                                      
                          Figura 7 - Candida utilis (Mussato & Roberto, 2002). 
 
Kluyveromyces fragilis é descrita como tendo uma taxa específica de 
crescimento alta, o que se traduz numa produção elevada de biomassa (Kim et al., 
1998). Esta levedura é igualmente conhecida pelas suas características fisiológicas, 
assim como pelos rendimentos alcançados na síntese de bioprodutos, nomeadamente 
enzimas hidrolíticas, ribonucleotidos, oligossacarídeos, oligopeptídeos e biomassa 
(Choi & Park, 2003). 
Paecilomyces variotii é utilizado num dos processos estabelecidos 
comercialmente que é, o já referido, processo Pekilo. Este processo utiliza o fungo na 
fermentação dos açúcares do licor de cozimento ao sulfito ácido para a produção de 
proteína microbiana (Silva et al., 2003). Paecilomyces variotii (Figura 8) é um fungo 
que se encontra normalmente no ar e em solos de países tropicais. É um fungo 
termofílico, cresce até temperaturas de 50 – 55 ºC 
(http://www.doctorfungus.org/thefungi/Paecilomyces.htm). Este fungo tem sido 
utilizado na produção de proteína microbiana devido ao seu bom desempenho em 
resíduos que contêm elevadas concentrações de inibidores, como por exemplo o licor 
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ao sulfito ácido, onde, nomeadamente, tem a capacidade de consumir o ácido acético 
aí presente (Forage, 1999). 
 
             
                           Figura 8 - Paecilomyces variotii  
        (http:// www.mycology.adelaide.edu.augalleryphotospaecilomyces1.htm). 
 
2.3  Fisiologia de fungos e leveduras 
 
As leveduras são fungos unicelulares, isto é, formados por uma única célula e, 
geralmente, não formam filamentos - micélio. Algumas leveduras podem formar 
associações celulares (pseudo-micélios) ou apresentar-se sob a forma filamentosa 
(micélio) durante períodos do seu ciclo de vida. São maiores que a maioria das 
bactérias, podem ter forma oval, alongada ou esférica (Pelczar et al., 1996). 
As leveduras distinguem-se das bactérias, também unicelulares e 
microscópicas, pela sua estrutura celular que é do tipo eucarótico. O citoplasma 
contém os organitos habituais dos organismos vegetais superiores não fotossintéticos: 
mitocôndrias, aparelho de Golgi, retículo endoplasmático, ribossomas, vacúolos e 
grânulos de reserva. O núcleo é delimitado por uma membrana e contém 
cromossomas em número variável conforme a espécie. As paredes estão protegidas 
por uma parede rígida de natureza essencialmente polissacarídica e são, portanto, 
imóveis (Alcântara et al., 1996). 
As leveduras reproduzem-se por gemulação ou cissiparidade, processos 
assexuados, ou por reprodução sexuada. A gemulação é um processo de reprodução 
no qual ocorre a mitose nuclear e se forma na superfície da célula-mãe uma pequena 
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projecção ou gomo que, à medida que cresce, engloba material citoplasmático e um 
dos núcleos resultantes da mitose. Posteriormente, a nova célula separa-se da célula-
mãe à qual é geneticamente idêntica. Na cissiparidade ocorre mitose nuclear seguida 
de simples divisão celular equitativa. A reprodução sexuada ocorre quando o meio não 
apresenta condições favoráveis. Duas células podem fundir-se formando uma célula 
com dois núcleos que eventualmente se fundem formando um núcleo diplóide. Este 
sofre meiose originando quatro núcleos haplóides que poderão ser recombinantes, 
caso, durante a meiose, tenha ocorrido permuta genética. Quatro novas células se 
formarão, cada uma com um dos quatro núcleos haplóides (Pelczar et al., 1996). 
 
Os fungos filamentosos possuem um corpo vegetativo chamado talo ou soma 
que é composto de finos filamentos unicelulares chamados hifas. As hifas são divididas 
em compartimentos que tipicamente possuem vários núcleos (Carlile & Watkinson, 
1996). Estas hifas geralmente formam uma rede microscópica junto ao substrato 
(fonte de alimento), chamada micélio, por onde o alimento é absorvido. O crescimento 
das colónias de fungos filamentosos faz-se exclusivamente à custa de do crescimento 
apical das hifas. As paredes celulares contém celulose ou quitina, ou ambas 
(Alexopoulos, 1962). Embora as paredes celulares possam espessar-se 
consideravelmente aquém do ápice, não registam qualquer alongamento para além do 
que ocorre na extremidade das hifas, ou seja, não há crescimento intercalar, em 
contraste com o que se verifica com outros organismos filamentosos. Usualmente, a 
parte mais distinta de um fungo são corpos frutíferos ou esporângios que são as 
estruturas reprodutivas que produzem os esporos (Carlili & Watkinson, 1996). 
A germinação de esporos fúngicos envolve uma fase inicial de dilatação, não 
dependente do metabolismo, que resulta da hidratação. Na fase seguinte a dilatação 
deriva da actividade metabólica. Durante esta segunda fase ocorre a inserção mais ou 
menos uniforme de material novo sobre a superfície interna da parede (crescimento 
não polar). Mais tarde uma hifa jovem (tubo germinativo) emerge de um ponto 
localizado do esporo. Nesta fase a maioria dos componentes da parede celular são 
inseridos localmente (crescimento polar) e vão constituir o ápice do tubo germinativo. 
O crescimento controlado e polarizado dos ápices permite o crescimento rápido das 
hifas em superfícies sólidas, com taxas de crescimento que podem ultrapassar 
1mm/h. A ramificação das hifas ocorre a uma certa distância do ápice. Os ramos 
tornam-se progressivamente mais longos por crescimento apical e ramificam-se por 
sua vez. As hifas resultantes da ramificação tendem a divergir de modo a preencher 
espaços livres de micélio, ou seja, evitam zonas empobrecidas em nutrientes em torno 
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das hifas vizinhas. O micélio resulta muito ramificado em meios mais ricos e mais 
“aberto” em meios pobres.  
Os fungos têm ciclos de duplicação de biomassa equivalentes ao ciclo celular 
dos microrganismos unicelulares uma vez que existe uma relação entre o volume de 
protoplasma, a divisão nuclear e a ramificação, sendo este último fenómeno 
equivalente à divisão celular em organismos unicelulares (Alcântara et al., 1996). 
Nos fungos filamentosos, a reprodução pode ocorrer por meio de esporos que 
dependendo da espécie e das condições ambientais podem ser esporos assexuados 
(mitóticos) ou sexuados (meióticos). Os fungos filamentosos também se podem 
reproduzir por propagação vegetativa quando fragmentos do micélio são disseminados 
da mesma forma que os esporos. Esporos e fragmentos de micélio originam novos 
micélios quando se encontram na presença de substratos adequados (Deacon, 1997). 
 
2.4  Eleição de microrganismos 
 
A estratégia de eleição de microrganismos tem por base, numa primeira fase, 
alguns princípios: definição do tipo de transformação pretendida (tipo de substrato, 
tipo de microrganismo) e definição e caracterização do produto a ser obtido, 
identificação do microrganismo capaz da transformação pretendida, selecção do 
microrganismo em colecções ou no seu meio natural ou meio favorável e definição e 
desenvolvimento da monitorização.  
Uma segunda fase consiste no estudo e comparação de estirpes pré-
seleccionadas onde os principais parâmetros analisados são: os parâmetros de 
crescimento (µ, Y x/s), os parâmetros fisicoquímicos (pH, temperatura e requisitos 
nutricionais) e as características peculiares associadas a cada estirpe (composição 
celular, patogenicidade, toxicidade e valor nutricional). Todos estes estudos podem ser 
levados a cabo em Erlenmeyers ou num fermentador batch à escala laboratorial. 
Na terceira e última fase, o estudo consiste na determinação de parâmetros 
óptimos de crescimento do microrganismo e a escolha do processo de cultura mais 
adequado (descontínuo ou batch, semi-contínuo ou fed-batch, contínuo e contínuo 
com recirculação). Estes estudos terão como objectivo a extrapolação do processo 
optimizado a um nível laboratorial para uma escala industrial (Boze et al., 2001). 
 
2.5  Valor nutricional da SCP 
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O valor alimentar e a aplicação da SCP proveniente das mais diversas fontes 
são baseados na sua composição em vitaminas, azoto, açúcares, lípidos, componentes 
da parede celular, ácidos nucleicos, concentração proteica, e perfil dos aminoácidos. 
As micro-algas são ricas em proteínas, lípidos e vitaminas A, B, C, D e E. Enquanto as 
micro-algas são ricas em quase todas as vitaminas os fungos fornecem, até certo 
ponto, o grupo de vitaminas do complexo B. As principais vantagens ligadas à 
utilização de fungos prendem-se com a sua capacidade em utilizar um vasto número 
de substratos complexos, tais como a celulose, e ainda a sua fácil recolha através de 
uma simples filtração, reduzindo assim os custos de produção. As leveduras contêm 
tiamina, riboflavina, biotina, niacina, ácido pantoténico, piridoxina, ácido fólico e ácido 
p-amino benzóico. A proteína microbiana proveniente de bactérias é rica a nível 
proteico e em certos aminoácidos essenciais. 
 
Apesar das micro-algas constituírem fontes nutricionais importantes existem 
algumas limitações ao consumo humano, sendo a mais significativa a presença da 
parede celular da alga. A falta da enzima celulase no organismo humano impossibilita 
a digestão da celulose, componente da parede celular das micro-algas. Para contornar 
este problema a celulose tem que ser previamente hidrolisada antes do produto final 
ser obtido (Anupama & Ravindra, 2000). 
Quanto aos fungos, o maior obstáculo é a presença de micotoxinas 
(metabolitos secundários) em algumas espécies, é pré-requisito eliminar todas as 
toxinas antes da proteína microbiana proveniente do fungo ser consumida. 
A utilização de SCP bacteriana é limitada pelo seu custo de produção mais 
elevado devido ao tamanho reduzido das células o que obriga a recorrer a processos 
de recolha que encarecem o produto final. As células bacterianas têm também um 
elevado teor de ácidos nucleicos, como já foi referido. 
A aceitação de um microrganismo como alimento depende da sua taxa de 
crescimento, o substrato utilizado, possíveis contaminações ou presença de toxinas e 
o seu valor nutritivo. 
A composição da SCP depende das condições de cultura dos microrganismos, 
pré-tratamento de substratos, suplementação nutricional do meio, tipo de processo 
fermentativo e melhoramento de estirpes.  
O produto final deve ser não só nutritivo mas também deve superar todos os 
testes de toxicidade até ser comercializado como produto alimentar. Para além da 
presença de ácidos nucleicos, devem ser removidas diversas toxinas e compostos 
indesejáveis, tais como metais pesados, acumulados durante o crescimento dos 
microrganismos (Anupama & Ravindra, 2000). Devem ser realizados vários tipos de 
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análises para a determinação do conteúdo em água, lípidos, proteínas, hidratos de 
carbono, fibras, minerais e vitaminas. Nos lípidos devem ser quantificados ácidos 
gordos, esteróis e fosfolípidos. Na análise aos compostos azotados devem ser 
determinados o azoto total, perfil dos aminoácidos e ácidos nucleicos. A análise dos 
minerais centra-se nos elementos mais abundantes: Na, K, Mg, Ca e Cl e elementos 
vestigiais: Mn, Zn, Cu, Fe, Co, Mo, As, Pb e Hg (Boze et al., 2001). 
  
O conteúdo proteico da SCP pode ser determinado recorrendo a três 
parâmetros: digestibilidade (percentagem da totalidade de azoto consumido que é 
absorvida no tracto digestivo), valor biológico (percentagem de azoto total assimilado 
que é retida pelo organismo) e eficiência proteica (proporção de azoto retido quando a 
proteína testada é comparada com uma proteína de referência). A SCP fúngica e a 
proveniente de leveduras regista níveis elevados de digestibilidade e os mesmos 
podem ser substancialmente incrementados quando o meio fermentativo é 
suplementado com metionina.  
 
Normalmente é necessário levar a cabo pré-tratamentos específicos visando o 
melhoramento da digestibilidade do produto de forma a obter melhores resultados na 
utilização de SCP como alimento. O tratamento é direccionado para a morte das 
células e a libertação do seu conteúdo intracelular, a autólise, largamente utilizada na 
produção de extracto de levedura. O procedimento envolve o aquecimento da 
biomassa em suspensão, após recolha, a 40-50 ºC, durante 24h, a pH 6.5. Nas 
condições descritas, as enzimas intracelulares hidrolisam a membrana celular e 
hidrolisam igualmente as proteínas presentes resultando em peptídeos mais fáceis de 
digerir. Contudo, o processo tem que ser cuidadosamente monitorizado pois muitos 
dos peptídeos resultantes podem conferir sabores e aromas indesejáveis ao produto 
final (Ugalde & Castrillo, 2002).   
 
 
2.6  Bioquímica e cinética dos processos de produção de SCP 
 
Os fungos filamentosos e as leveduras são organismos heterotróficos. A 
produção de biomassa a partir da sua cultura requer a suplementação com uma fonte 
de carbono e energia de natureza orgânica, assim como fontes de azoto, enxofre, 
fósforo e outros elementos em muito menores quantidades. Apesar de estes 
microrganismos revelarem um elevado grau de heterogeneidade metabólica existem 
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alguns aspectos básicos que podem ser aplicados à fisiologia da maioria dos processos 
de produção de proteína microbiana envolvendo fungos filamentosos e leveduras, 
especialmente quando têm como substrato os hidratos de carbono. A síntese de ATP 
em organismos heterotróficos, que crescem em meios com glucose, assenta em duas 
vertentes metabólicas: 1) a glicólise, que apenas oxida parcialmente a glucose a ácido 
pirúvico (e é mais tarde reduzido a etanol) com um rendimento de 2 moles de ATP 
para 1 mole de glucose consumida; 2) a via respiratória onde o ácido pirúvico é 
consumido obtendo-se um rendimento de 32 moles de ATP e 6 moles de CO2 partindo 
do consumo total de 1 mole de glucose com 6 moles de O2. Como o rendimento de 
ATP obtido através da oxidação completa da glucose é consideravelmente superior em 
relação à oxidação parcial, a via metabólica oxidativa é mais favorável para a 
produção de biomassa (Campos, 1999). 
Na via metabólica são necessários dois substratos: a fonte de carbono e o 
oxigénio, que constitui cerca de 21 % do volume total do ar atmosférico e que é 
necessário fornecer à cultura, sendo a taxa de difusão através da interface ar/liquido o 
passo limitativo na disponibilidade do oxigénio para as células de culturas líquidas em 
larga escala. A concentração de oxigénio dissolvido num reactor deve permanecer 
sempre acima do ponto crítico, ou seja, superior a uma determinada concentração de 
oxigénio que não torne o seu consumo dependente dessa mesma concentração. No 
caso das leveduras e fungos filamentosos esse valor anda à volta dos 17-20 % do 
valor de saturação do ar. 
Normalmente as leveduras dispõem de uma grande capacidade de assimilação 
de substratos açucarados através de mecanismos de transporte específicos e do 
metabolismo de oxidação que possuem, promovendo assim taxas de crescimento 
elevadas. O etanol resultante destes processos é geralmente tóxico para 
microrganismos concorrentes, contudo, as leveduras podem resistir até concentrações 
de 12 % (v/v). O etanol pode ser subsequentemente metabolizado aerobicamente 
pela própria levedura. Assim, quando presentes em meios com grandes quantidades 
de glucose as leveduras irão metabolizar o substrato açucarado através do 
metabolismo oxidativo numa taxa consideravelmente mais elevada do que a via 
oxidativa correspondente, mesmo quando o oxigénio está disponível acima do limite 
crítico.  
Os fungos filamentosos partilham as capacidades fermentativas das leveduras, 
mostrando também uma importante capacidade de assimilação rápida de açúcares e 
de acumulação/processamento de intermediários metabólicos em sub-produtos tóxicos 
o que impede o crescimento de estirpes concorrentes. Estes sub-produtos são sempre 
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indesejáveis em processos industriais de produção de SCP e a sua produção é 
agravada perante um crescimento aeróbio (Ugalde & Castrillo, 2002). 
Com vista à optimização do processo de produção SCP é necessário reforçar as 
condições fermentativas que asseguram a aplicação de padrões metabólicos 
oxidativos, obtendo-se assim a oxidação máxima das fontes de carbono o que 
resultará em rendimentos elevados de ATP e uma produção mínima de sub-produtos.  
Geralmente a produção de SCP envolve a utilização de substratos heterogéneos 
o que leva a que, normalmente, se consuma preferencialmente um dos substratos 
seguido do segundo. Este padrão de comportamento pode ser facilmente identificado 
cineticamente e é conhecido como o crescimento diaúxico, sendo este de evitar em 
processos de produção de biomassa. Porém, algumas estirpes de fungos e leveduras 
demonstram capacidade em assimilar dois substratos ao mesmo tempo (Boze et al., 
2001). 
 
Os nutrientes inorgânicos são assimilados através de mecanismos de 
transporte membranar e depois incorporados em moléculas orgânicas. As fontes de 
azoto inorgânico estão amplamente disponíveis a preços acessíveis, uma vez que são 
muito utilizados na agricultura como suplementos para os solos. O azoto inorgânico 
pode ser fornecido sob a forma de amónia ou sais de amónia, ureia ou nitratos. As 
fontes orgânicas de azoto são, na maioria dos casos, eficientemente assimiladas. A 
amónia e os sais de amónia são assimilados por todos os fungos e leveduras 
normalmente utilizados. A assimilação da ureia faz-se através da degradação 
extracelular pela urease, levando à produção de amónia, ou através do transporte e 
assimilação por via metabólica própria. A assimilação de nitratos é reservada às 
espécies que possuem um sistema de transporte com o complexo nitrato-redutase. 
Nestes casos é necessário a suplementação do meio com molibdénio uma vez que este 
ião metálico faz parte do complexo activo da enzima.  
Há que ter em conta que a assimilação de fontes de azoto influencia também o 
pH do meio, a assimilação de um ião amónia gera um protão, enquanto a assimilação 
de um ião nitrato consome um protão. A assimilação de ureia é neutra em relação ao 
balanço de protões. O pH do processo encontra-se na gama 4.5-5.5 pois as leveduras 
e fungos filamentosos são acidófilos. Um pH baixo é especialmente indicado para 
evitar contaminação bacteriana em fermentações de longa duração. 
Para além do azoto, outros micronutrientes são suplementados em quantidades 
relativamente baixas todavia não menos importantes (Ugalde & Castrillo, 2002). 
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A temperatura dos processos de produção de SCP varia, regra geral, entre os 
25 e os 35 ºC. Excluí-se o caso dos microrganismos termofílicos. Este é um parâmetro 
importante pois afecta a taxa de crescimento, a difusão de oxigénio e o padrão 
metabólico da cultura (Anupama & Ravindra, 2000). 
A fissão binária e outros processos de divisão celular aumentam o número de 
células numa população. O crescimento da população é estudado pela análise da curva 
de crescimento do microrganismo. Quando a cultura é realizada em meio líquido, em 
batch, ou seja, em cultura descontínua, como não é fornecido meio fresco durante a 
incubação, a concentração de nutrientes diminui. O crescimento de microrganismos 
pode ser representado como o logaritmo de células viáveis, ou logaritmo da 
absorvância - densidade óptica, versus o tempo de incubação. A curva resultante tem 
4 fases distintas: lag, log, estacionária e morte (Figura 9).  
Quando os microrganismos são inoculados em meio de cultura fresco 
normalmente não se verifica um aumento imediato no número de células, estas 
sintetizam novos componentes (cofactores essenciais, ribossomas, novas enzimas…) 
necessários ao crescimento do microrganismo, estabelecem, por assim dizer, uma 
adaptação ao meio. Esta fase é conhecida como fase lag e pode ser mais ou menos 
longa dependendo do estado do microrganismo e da natureza do meio. Durante a fase 
exponencial, ou fase log, os microrganismos crescem e dividem-se à taxa máxima 
possível dado o seu potencial genético, a natureza do meio e as condições sob as 
quais se estão a desenvolver. A taxa de crescimento é constante durante a fase 
exponencial e é aqui que a população é mais uniforme nas suas propriedades químicas 
e fisiológicas. A fase estacionária é caracterizada pelo término do crescimento da 
população. O número de células viáveis permanece constante, o que pode resultar de 
um equilíbrio entre a divisão celular e a morte das células ou a população pode 
simplesmente parar de se dividir mas permanecer metabolicamente activa. Populações 
microbianas entram em fase estacionária por diversas razões: limitação de nutrientes, 
limitação de oxigénio ou produção de toxinas quando se atinge um nível critico de 
população. A fase de morte acontece quando a morte celular suplanta a divisão 
celular (Willey et al., 2008). 
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                         Figura 9 - Curva de crescimento microbiana em sistema descontínuo. 
      
Os principais parâmetros que caracterizam um processo de produção de 
proteína microbiana são: taxa específica de crescimento (µ em h-1), rendimento do 
crescimento (Yx/s em g de células/g de substrato consumido) e produtividade da 
biomassa (Px em g/L de produto). 
Se todos os requisitos para o crescimento microbiano forem satisfeitos, então 
durante um intervalo de tempo infinitamente pequeno (dt) espera-se que o aumento 
de biomassa (dx) seja proporcional à quantidade que está presente e ao intervalo de 
tempo, ou seja: 
                                dx = µx.dt, 
assim,  
 
                                dx/dt = µx 
 
O coeficiente diferencial (dx/dt) expressa a taxa de crescimento da população. 
O parâmetro µ, que representa a taxa de crescimento por unidade de biomassa (1/x) 
(dx/dt), é conhecido como taxa específica de crescimento com as dimensões (1/t) 
quando µ é constante,  
 
                                 ln x = ln x0 + µt,  
 
onde x0 é a biomassa no tempo t0. O gráfico obtido a partir de ln x (eixo yy) e 
tempo (eixo xx) será uma linha recta com declive µ (Pirt, 1975),  
 
                                ln (x/x0) = µt 
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A produtividade volumétrica (Qp, g/L/h) é determinada pela razão entre a 
produção máxima de biomassa (Pm, g/L) e o tempo necessário para a alcançar. O 
rendimento da biomassa é obtido calculando a razão entre a biomassa obtida e as 
fontes de carbono consumidas (Yx/s, g/g). 
 
 
2.7  Parâmetros básicos na aplicação do Processo à indústria 
 
 Os recursos fisiológicos das leveduras e dos fungos requerem o controlo das 
concentrações das fontes de carbono assim como o fornecimento adequado de 
oxigénio para a manutenção de um crescimento equilibrado sob um padrão metabólico 
oxidativo. Contudo, o crescimento microbiano é um processo que depende do factor 
tempo, este exerce modificações em todos os parâmetros do processo, mas mais 
dramaticamente, na concentração de substrato, o que influencia a fisiologia. Assim, é 
necessário implementar uma tecnologia adequada que mantenha as condições de 
crescimento apropriadas durante longos períodos de tempo, nomeadamente se o 
objectivo é obter elevados rendimentos e produtividades (Anupama & Ravindra, 
2000).   
As fermentações em batch, muito utilizadas a nível laboratorial, são claramente 
inadequadas para a produção de biomassa a uma escala industrial, uma vez que as 
condições no meio fermentativo se alteram ao longo do tempo. As fermentações fed-
batch são mais apropriadas para isso pois compreendem o controlo do abastecimento 
da fonte de carbono. O bioreactor contínuo, com a constante adição de meio fresco e a 
simultânea recolha de produto, tem sido implementado com sucesso em fermentações 
industriais para a produção de biomassa. Este procedimento baseia-se num princípio, 
o quimiostato: a uma suspensão de biomassa é adicionado meio fresco a uma taxa 
constante e a biomassa é recolhida à mesma taxa de modo a que o volume se 
mantenha inalterado. A contínua recolha de biomassa visa igualmente aliviar as 
limitações no fornecimento de oxigénio. Atinge-se assim um estado estacionário onde 
a taxa específica de crescimento e todos os outros parâmetros se mantêm constantes. 
Se as condições forem adequadamente controladas o processo pode ser mantido com 
as configurações óptimas de produção durante longos períodos de tempo, 
normalmente seis semanas. Ultrapassar consideravelmente este limite de tempo pode 
aumentar o risco de contaminação, assim como o aparecimento de alterações 
genéticas indesejáveis na cultura após ser atingido um número crítico de gerações.  
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Um sistema de bioreactor contínuo requer volumes menores de equipamento 
em relação ao sistema batch condicionando as dimensões do equipamento/instalações 
adjacentes com consequências importantes a nível do investimento de capital (Boze et 
al., 2001). 
O arejamento massivo não só não é recomendado a nível económico, como 
também a nível técnico, pois quanto maior for a quantidade de gás bombeado para a 
solução, maior será o volume parcial ocupado pelo mesmo e consequentemente maior 
será o volume do reactor. Outros problemas associados são a evaporação e o 
arrefecimento do meio. 
O profuso aparecimento de espuma no reactor é outro dos problemas 
presentes nas fermentações industriais acarretando pressurização do reactor, 
derrames e aumento do perigo de contaminação (Ugalde & Castrillo, 2002). 
A separação da biomassa é também um aspecto a ter em conta quanto aos 
custos associados: no caso da biomassa proveniente de bactérias esta pode ser 
recolhida recorrendo à floculação combinada com centrifugação; nas leveduras 
recorre-se à centrifugação e em relação aos fungos o método utilizado é a filtração. 
Em qualquer um dos casos é essencial reduzir o teor de água para reduzir os custos 
da secagem (http://www.molecular-plant-biotechnology.info/foods-and-
beverages/microoraganisms-used-for-SCP-production.htm). 
O controlo das variáveis chave do processo é um elemento crucial na produção 
de proteína microbiana: desde a transferência de oxigénio, passando pelas 
concentrações de substrato e produto, até ao aparecimento de quantidades mínimas 
de compostos tóxicos, através de processos metabólicos indesejáveis, que poderão 
comprometer a qualidade do produto final. A maioria destes parâmetros é controlada 
automaticamente, resultado de um rápido desenvolvimento em todos os aspectos da 
tecnologia de controlo, contudo, desde que o custo efectivo de produção de SCP está 
sob constante avaliação devido à competição a nível de preços entre esta e as 
proteínas de plantas, preferem-se mecanismos de controlo simplificados (Ugalde & 
Castrillo, 2002). 
 
 
2.8  Processo Pekilo 
 
O licor de cozimento ao sulfito ácido da indústria papeleira pode ser 
transformado em proteína microbiana para alimentação animal. O processo Pekilo é 
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um processo desenvolvido e transposto para o domínio comercial, na Finlândia, com 
vista à produção de SCP para alimentação animal a partir do licor de cozimento ao 
sulfito ácido. Este processo contribui ainda significativamente para eliminar o 
problema da poluição dos cursos de água pelo licor. Apesar da matéria-prima ser 
essencialmente o licor ao sulfito da indústria papeleira o processo Pekilo não é restrito 
a este, podendo ser utilizados outros desperdícios de produtos derivados da 
agricultura igualmente ricos em hidratos de carbono. O processo Pekilo utiliza 
maioritariamente açúcares da madeira que, devido à natureza da matéria-prima da 
qual provém, podem ser obtidos a um custo muito baixo. Actualmente este licor 
depois de evaporado é um resíduo espesso, sendo uma parcela utilizada para gerar 
energia através da combustão e a outra parte encaminhada (20 – 30 %) para a 
indústria cimenteira. O processo baseia-se na fermentação dos açúcares do licor ao 
sulfito através de um fungo, Paecilomyces variotii. Este fungo combina as seguintes 
características favoráveis: um elevado conteúdo proteico – 55-60 %, crescimento 
satisfatório sob as condições do processo, fácil separação do licor e a inexistência de 
quaisquer indícios de efeitos tóxicos em animais. 
A simplicidade do processo Pekilo é considerável. Primeiro o licor ao sulfito é 
tratado por arrastamento por vapor de forma a remover o dióxido de enxofre, depois 
de arrefecer o licor vai para um fermentador juntamente com outros nutrientes 
essenciais à manutenção do fungo. Utilizam-se compressores para uma agitação 
intensiva e uma maior transferência de oxigénio. Após 5h de fermentação a 38ºC 
produzem-se aproximadamente 15 Kg de fungo por metro cúbico de licor, o que 
significa uma produtividade na ordem dos 2.60 – 3.56 kg L-1 h-1. Terminada a 
fermentação o fungo pode ser facilmente separado do licor com um filtro de tambor 
rotativo, de seguida o produto é lavado com uma quantidade de água muito pequena. 
Para que todo o processo funcione é fundamental trabalhar em esterilidade 
(Romantschuk, 1974). 
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II– PRODUÇÃO DE XILITOL   
 
3.  Xilitol 
 
O xilitol é um poliol (C5H12O5) com poder adoçante comparável à sacarose. 
Apresenta propriedades terapêuticas comprovadas na prevenção de cáries e da otite 
média aguda, agindo como possível alternativa aos antibióticos. Além disso, por ser 
encontrado naturalmente no organismo, em processos de produção de energia como 
intermediário do metabolismo de hidratos de carbono, está longe das polémicas 
geradas pela sacarina e o aspartame, no que se refere a potenciais danos à saúde. O 
seu poder adoçante é superior ao do sorbitol e manitol e outros compostos do mesmo 
tipo. 
Pode ser encontrado em diferentes tipos de seres vivos tais como fungos, algas 
e plantas, desde frutas como a uva e o morango até aos vegetais como a alface, a 
cebola e a cenoura. No Homem é produzido em pequena quantidade sendo um 
produto metabólico comum. Existe no mercado europeu há mais de 20 anos onde é 
utilizado numa variedade de produtos como alimentos, cosméticos e fármacos (Eroma 
et al., 2006).  
O xilitol é o único entre os demais adoçantes, substitutos da sacarose, que 
realmente inibe por si só o crescimento de Streptococcus mutans, reduzindo a 
susceptibilidade à cárie. O uso contínuo de xilitol ajuda na selecção de formas 
bacterianas menos virulentas resultando numa microflora oral menos agressiva. O 
xilitol não só ajuda a reduzir o aparecimento de cáries, como tem a capacidade de 
reverter os estágios iniciais desta mesma lesão (Sampaio et al., 2005). Reduz a 
proporção de polissacarídeos insolúveis e aumenta a dos solúveis, como resultado, a 
placa bacteriana torna-se menos aderente o que facilita a sua remoção pela 
escovagem habitual dos dentes. A formação de ácidos que acontece após cada 
refeição aumenta sobremaneira o risco de desenvolvimento de cáries. O xilitol 
estimula a produção de saliva, que contribui para o aumento do pH da placa e a 
neutralização dos ácidos produzidos por outros hidratos de carbono fermentáveis que 
tenham sido ingeridos.  
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O flúor inibe a desmineralização da superfície do dente e promove a sua 
remineralização. A remineralização proveniente do xilitol possui uma magnitude 
semelhante à conferida pelo flúor, embora sob um mecanismo de acção diferente. 
Tendo o xilitol menos 40% de calorias que a sacarose constitui uma alternativa 
menos calórica à sua utilização. É absorvido mais lentamente que a sacarose não 
contribuindo assim para níveis elevados de açúcar no sangue, a hiperglicémia, 
causada por uma resposta ineficiente da insulina. O seu metabolismo segue por vias 
não dependentes da insulina. É por isso adequado para diabéticos (Parajó et al., 
1998). 
O xilitol aparece como um potencial tratamento da osteoporose uma vez que 
ajuda no aumento da densidade óssea. Pode igualmente auxiliar na prevenção de 
infecções pulmonares, nomeadamente em doentes com fibrose cística, pois reduz o 
teor de sais presentes no líquido que envolve as células do revestimento interno dos 
pulmões aumentando, assim, a actividade antibiótica natural do corpo contra as 
bactérias (Mussato & Roberto, 2002).  
A nível do processamento na indústria alimentar, o xilitol também apresenta 
vantagens. Não tendo grupos redutores na sua molécula não participa em reacções de 
Maillard que acontecem quando proteínas são aquecidas na presença de açúcares 
redutores provocando, assim, o escurecimento do produto. Como não é assimilado e 
metabolizado por diversos microrganismos possibilita a sua aplicação em produtos 
sem a necessidade de pasteurização e de adição de conservantes, o que representa 
uma redução nos custos do processo. Pode ser igualmente utilizado como substituto 
da lactose em alimentos específicos para pessoas intolerantes a este açúcar (Parajó et 
al., 1998). 
 
 
3.1  Métodos de produção de xilitol 
 
O xilitol pode ser recuperado de fontes naturais como vegetais e frutos, fungos 
ou líquenes por extracção sólido-líquido, mas como ele está presente em pequenas 
concentrações (menos de 900 mg em cada 100 g de matéria-prima), esse processo 
torna-se inviável economicamente. A produção de xilitol em larga escala ocorre pelo 
processo químico que consiste na reacção de hidrogenação da xilose, um açúcar 
habitualmente encontrado na parede de células vegetais na forma do polímero xilana.  
Esse processo inclui quatro etapas básicas: 1) obtenção da xilose a partir da 
hidrólise ácida de material vegetal rico em xilanas; 2) purificação do material 
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resultante até à obtenção de xilose pura e remoção da cor; 3) hidrogenação catalítica 
da xilose para a obtenção de xilitol, utilizando catalisadores metálicos, temperaturas 
de 80-140 ºC e pressão até 50 atm; e 4) cristalização do composto. O rendimento do 
processo químico e a qualidade do xilitol dependem da pureza da solução inicial de 
xilose, já que a presença de impurezas interfere na reacção catalítica. É necessária a 
aplicação de métodos de purificação (como permuta iónica, descoloração e 
fraccionamento cromatográfico) para obtenção de uma solução de xilose de elevada 
pureza. É igualmente necessário, no final do processo, remover o catalisador por 
filtração e permuta iónica, sendo a solução de xilitol, posteriormente concentrada, 
fraccionada por cromatografia, e cristalizada para obtenção do produto puro (Melaja & 
Hamalainen, 1977). Essas diversas etapas de purificação aumentam o tempo de 
processamento e encarecem o produto. 50-60 % da xilose é convertida em xilitol. Os 
passos mais caros são a purificação e a separação (Nigam & Singh, 1995). 
Como alternativa ao processo convencional, o xilitol pode ser obtido 
microbiologicamente a partir da fermentação de soluções ricas em xilose, sem a 
necessidade de purificação prévia do substrato. A bioconversão por leveduras 
representa uma alternativa ao processo químico constituindo uma bioprodução e, à 
partida, sendo mais aceite para a indústria alimentar. Entre as vantagens 
apresentadas pelos processos biotecnológicos destaca-se a redução de custos em 
relação ao processo químico, a nível das elevadas temperaturas e pressões que são 
necessárias a este último e da remoção dos catalisadores metálicos. Com os processos 
biotecnológicos minimiza-se o impacto ambiental, com a diminuição da toxicidade dos 
resíduos e o uso de recursos renováveis, nomeadamente biomassa vegetal (Heikkila & 
Rahkila, 1992). A via biotecnológica aplicada à produção de xilitol, utiliza resíduos 
agro-industriais como bagaço de cana, palha de arroz, palha de trigo e subprodutos da 
indústria de pasta para papel, potencializando o carácter de redução de custos 
financeiros e de valorização ambiental. Vários microrganismos já foram identificados 
como fermentadores de xilose a xilitol. Ching Chiang e S. Knight precursores da 
pesquisa de obtenção de xilitol, identificaram, em 1960, espécies de fungos dos 
géneros Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Glicocladium, Byssochlamys, Myrothecium, 
Neurospora, Rhodotorula, Torulopsis (Chiang & Knight, 1961). Poucas bactérias 
formam xilitol, porque geralmente convertem xilose directamente em xilulose por 
possuírem a enzima xilose isomerase (Figura 10). Quanto às leveduras, reconhecidas 
como os melhores produtores de xilitol, várias espécies foram identificadas, 
destacando-se as do género Candida e Debaryomyces, pela maior eficiência de 
conversão. Regra geral, os fungos apresentam rendimentos inferiores de produção de 
xilitol em relação às leveduras, isto pode ser explicado pelo facto de nos fungos, 
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mesmo em ambientes pouco oxigenados, a respiração aeróbia ser mais eficiente que 
do que a fermentação em si (Sampaio et al., 2003). Apesar das diversas pesquisas 
desenvolvidas na produção biotecnológica, via fermentação, ainda é difícil obter 
concentrações de xilitol suficientes para a etapa de cristalização. Para aumentar a 
produtividade do processo, são aplicadas estratégias de “engenharia metabólica”, que 
consistem no desvio do metabolismo para aumentar a formação do xilitol e diminuir o 
seu consumo pelo próprio microrganismo. 
 
 
                       Figura 10 - Metabolismo da xilose na maioria das bactérias (à esquerda) e nos 
fungos e leveduras (no centro) (Lima & Berlinck, 2003). 
 
 
3.2  Metabolismo de leveduras na obtenção de xilitol 
 
As leveduras podem consumir xilose simultaneamente através de 4 vias 
diferentes, nomeadamente: 1) bioconversão de redução a xilitol, 2) fermentação 
alcoólica, 3) crescimento celular e 4) respiração (Figura 11). A importância relativa 
pode ser significativamente influenciada, pela presença no meio, de outras fontes de 
carbono tais como a glucose, a arabinose e o acetato (Rivas et al., 2003). Na 
bioconversão de redução as leveduras são capazes de transformar xilose em D-
xilulose através de uma via oxo-redutiva que consiste em duas reacções sequenciais: 
a) xilose-redutase (XR), na presença de NADH e/ou NADPH, transforma a xilose no 
intermediário xilitol; b) xilitol é transformado em xilulose tanto por NAD+ ou NADP+ 
ligados à xilitol desidrogenase (XDH).  
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                Figura 11 - Esquema simplificado do metabolismo da xilose nas leveduras (Parajó et 
al., 1998). 
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Sob condições limitadas de oxigénio, as leveduras com actividade XR ligada aos 
cofactores NADH e/ou NADPH podem regenerar o NAD+, consumido no segundo passo 
do metabolismo da xilose, sendo o produto de reacção mais abundante o etanol e não 
ocorrendo, assim, acumulação de xilitol devido ao balanço redox desfavorável entre os 
cofactores de XR e de XDH. Por outro lado, as leveduras que consomem xilose através 
da actividade XR dependente unicamente da NADPH, com a completa ausência de 
NADH ligado à XR, no primeiro passo do metabolismo da xilose (ex.: Debaryomyces 
hansenii) acumulam xilitol. No segundo passo o xilitol é oxidado pelo XDH, 
normalmente na presença de NAD+. Sob condições aeróbias, o NADH formado pode 
ser reoxidado no ciclo respiratório; mas em condições semi-aeróbias, um desiquilíbrio 
redox limita o passo oxidativo, levando à acumulação de xilitol. O mecanismo do 
metabolismo da xilose em leveduras com o meio nutricional equilibrado e quando 
usam NADH como cofactor é descrito assim: 
 
       
      126 C5H10O5 + 3 O2 + 6 ADP + 6 Pi + 48 H2O        114 C5H12O5 + 6 ATP + 
60 CO2, Yp/s (rendimento em xilitol): 0.905 g xilitol /g xilose; 
 
A concentração do oxigénio dissolvido é um parâmetro de controlo que afecta 
aspectos operacionais da produção de xilitol pelas leveduras. Regra geral, a produção 
de xilitol é realçada pelo arejamento mantido abaixo de um nível mínimo, de 
preferência condições microaerióbias. A produção de xilitol está directamente 
relacionada com a ausência de oxigénio dissolvido. Quando se utilizam leveduras com 
NADPH - xilose-reductase, o oxigénio tem de ser controlado de forma a evitar perdas 
de xilitol. Neste caso, o NADH não pode ser convertido a NAD+, levando a um 
aumento da razão NADH/NAD+ e à consequente inibição do NAD+- XDH o que evita a 
oxidação do xilitol. O aumento do fornecimento de oxigénio reduz a razão (NADH - 
XR/NAD- XDH) e, consequentemente, a produção de xilitol, uma vez que a oxidação 
do xilitol sai favorecida em relação à redução da xilose.  
     O oxigénio é um componente essencial para a assimilação da xilose uma 
vez que a alteração para condições anaeróbias pode cessar tanto o consumo de xilose 
como a actividade metabólica (Rivas et al., 2003). 
Sob excesso de aerobiose, o oxigénio pode reoxidar o NADH através da cadeia 
respiratória e, ao mesmo tempo, inibir a XR mais do que inibe a XDH, estimulando 
assim o crescimento e afectando a produção de xilitol. A produção de xilitol pode ser 
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estimulada por condições semi-aeróbias, onde o oxigénio seja apenas suficiente para 
regenerar NADH, enquanto que o NADPH produzido pela via pentose –fosfato seja 
quase na sua totalidade direccionado para a formação de xilitol (Figura 12). 
Diferentes leveduras apresentam diferentes habilidades para fermentarem 
xilose a xilitol: Saccharomyces cerevisiae, S. uvarum, S. rouxii, Schyzisaccharomyces 
pombe, Cândida mogii, C. melibiosica, Debaryomyces hansenii (Parajó et al., 1998). 
A actividade da xilose-reductase dependente de NADPH foi observada na: D. 
hansenii, P. tannophilus, C. utilis, C. tenuis, C.oleophila. O NADPH é o principal 
cofactor na XR da P. tannophylus. 
      A presença de elevada actividades XR ou baixa de XDH foi usado como 
critério para a selecção de microrganismos produtores de xilitol. C. pelliculosa, 
estirpes de Debaromyces, Hansenula, Homoascus e Pichia foram escolhidas para a 
produção de xilitol tendo em conta este critério. 
      Entre as leveduras produtoras de etanol a melhor produtora de xilitol é a 
Pichia tannophilus, isto devido à baixa afinidade da xilose redutase e da xilitol 
desidrogenase pelo xilitol (Sampaio et al., 2004). 
       
 
3.3  Debaryomyces hansenii 
 
Debaryomyces hansenii é uma levedura metabolicamente muito versátil, não-
patogénica, osmotolerante e que pode usar como substratos vários fontes de carbono. 
É utilizada como biocatalisador e como produtora de várias substâncias de alto valor 
acrescentado. Tem a capacidade de tolerar e de se desenvolver em meios com 
grandes concentrações de sais. É resistente a várias situações de stress, como por 
exemplo, é capaz de crescer em meios com elevadas concentrações de etanol. A D. 
hansenii sintetiza solutos que protegem as células e outras estruturas biológicas em 
situações de stress extremo. As toxinas produzidas podem ser aplicadas como agentes 
terapêuticos na medicina, contra bactérias patogénicas, e como conservantes em 
fermentações, na indústria alimentar. Pode produzir xilitol e sintetizar polissacarídeos 
ambos com interesse para a medicina, indústria alimentar e cosmética (Breuer & 
Hauke, 2006). 
D. hansenii é uma das melhores leveduras produtoras de xilitol. 
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A levedura produz vários compostos dependendo do substrato que está 
disponível. Produz xilitol, arabitol, e até etanol, a partir de pentoses mas produz etanol 
em quantidades consideráveis recorrendo exclusivamente à glucose. A xilose induz a 
activação das duas enzimas catabólicas da xilose em meio misto de xilose e glucose 
para o crescimento da D. hansenii (NADPH – XR e NAD+ - XDH). A glucose provoca a 
total inibição da XDH enquanto a XR é só parcialmente reprimida (Girio et al., 2000). 
D. hansenii cresce mais lentamente quando só estão disponíveis pentoses do que 
quando o substrato é composto por hexoses, de qualquer modo, o rendimento de 
biomassa no final é muito semelhante em ambos os casos. A levedura utiliza ambos os 
açúcares em extensões semelhantes em meios mistos e a preferência por um 
substrato não inibe o consumo do outro. Contudo, a glucose retarda a utilização da 
xilose e a levedura assimila os açúcares num meio misto pela seguinte ordem 
decrescente: D-glucose, D-manose, D-xilose (Tavares et al., 2000). Este padrão de 
comportamento, que visa a utilização de substratos heterogéneos e que leva a que, 
normalmente, se consuma preferencialmente um dos substratos seguido do segundo, 
pode ser facilmente identificado cineticamente e é conhecido como o crescimento 
diaúxico.  
 
A temperatura óptima para a bioconversão xilose-xilitol é de 25-35 ºC, o processo é 
fortemente afectado por temperaturas baixas (10-20 ºC) e altas (40-45 ºC). 
A temperaturas baixas (10 ºC) ou altas (40-45 ºC) o microrganismo é capaz de 
crescer. A estas temperaturas a acumulação de xilitol no meio é negligenciável. A uma 
temperatura baixa (15 ºC) as maiores percentagens de xilose são consumidas pela 
reacção catabólica através do ciclo de Krebs (45 %), para a produção de biomassa (44 
%) sendo a produção de xilitol apenas de 11%. A produção de xilitol torna-se mais 
significativa com o aumento da temperatura e transforma-se na actividade metabólica 
principal aos 20ºC, aumentando mais tarde aos 30-35 ºC e depois sofre um 
decréscimo. A D. hansenii apresenta um comportamento completamente diferente aos 
30 ºC em relação à percentagem de xilose oxidada pelo ciclo de Krebs, que regista um 
mínimo de 2.7 % (Sampaio et al., 2006).  
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Neste trabalho, o licor de cozimento ao sulfito ácido foi utilizado como 
substrato na obtenção de proteína microbiana e xilitol. No caso da proteína 
microbiana, o licor sofreu apenas um tratamento prévio mas, no caso do xilitol, 
recorreu-se a resinas de permuta iónica para separar a fracção de açúcares dos 
restantes componentes do licor. 
 
5.  Tratamento do licor  
 
O licor utilizado, proveniente do evaporador 7 da fábrica do CAIMA (Figura 6), 
possui um pH muito ácido, inadequado ao crescimento de leveduras e fungos. Para 
alterar esta situação foi necessário adicionar uma base e a escolhida foi o NH4OH pois 
o facto de estar presente o ião NH4
+ constitui uma fonte de azoto importante para o 
crescimento dos microrganismos. O pH foi acertado para 5,5. Após a adição da base 
deixou-se repousar o licor durante uma noite para haver precipitação de hidróxidos. 
Posteriormente, filtrou-se o licor, numa primeira fase com filtros com um diâmetro de 
poro de 4-6 µm (MN-Filtrier papier, MN 1640m, Macherey-Nagel) e, numa segunda 
fase, com filtros de fibra de vidro com um diâmetro de poro de 1 µm (Filtrac.Herzberg, 
Ahlstrom). No final, o licor foi arejado com O2 e mais uma vez filtrado em duas fases 
como anteriormente descrito. O objectivo da oxigenação do licor prende-se com a 
possibilidade de oxidar certos compostos presentes no licor que contribuem para a 
inviabilidade celular das culturas e fazer com que estes precipitem. 
A xilose, glucose e ácido acético foram quantificados após o tratamento do licor 
e os resultados comparados com os do licor não tratado. 
 
6.  Resinas de permuta iónica 
 
Para a levar a cabo a separação da fracção de açúcares do licor recorreu-se ao 
método de cromatografia de permuta iónica (Villarreal et al., 2006). Este método 
consiste numa troca estequiométrica de um ião por outro, obedecendo a uma relação 
de equilíbrio. As reacções de permuta iónica ocorrem nas denominadas resinas de 
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permuta iónica, cujo principal componente é o poliestireno. Esta substância forma 
uma estrutura reticulada com divinilbenzeno  (DVB), tornando as resinas insolúveis. 
Esta matriz polimérica permite também a fixação dos grupos funcionais ácido ou base, 
fortes ou fracos, que conferem à resina o seu carácter de permuta de catiões (resina 
catiónica) ou aniões (resina aniónica).  
As resinas utilizadas neste trabalho foram: Dowex 50W x 2, mesh 100-200, 
Na+ form (resina catiónica) e capacidade de troca de 0,6 meq/mL; Amberlite IRA – 96, 
mesh 16 – 50, free base (resina aniónica) e capacidade de troca de 1,25 meq/mL. As 
colunas têm aproximadamente 50 cm de comprimento útil e 3,5 cm de diâmetro 
interno. 
Fizeram-se passar pela resina de permuta catiónica 100 mL de licor 
previamente filtrado com filtros de microfibra de vidro e diâmetro de poro de 1 µm. 
Recolheram-se 200 ml (um volume superior ao inicial devido à diluição do licor com a 
água de hidratação presente na resina) a pH ~ 1, prova de que a permuta iónica foi 
completa. Os 200 mL recolhidos anteriormente passaram de seguida para a resina de 
permuta aniónica e a solução recolhida (300 – 400 mL divididos em fracções de 100 
mL) que apresenta pH neutro, foi posteriormente analisada em HPLC para determinar 
a concentração de açúcares presentes.     
Após a saturação da resina catiónica, procedeu-se à lavagem com NaOH (1M) e 
regeneração da mesma, fazendo passar pela coluna uma solução de HCl (1M). No caso 
da resina aniónica, a lavagem é feita com uma solução de HCL (1M) e a regeneração 
com uma solução de NaOH (1M). O processo de lavagem e regeneração é intercalado 
com a neutralização das resinas com água destilada. Ambos os processos são 
controlados a nível de pH com papel indicador (Eroma et al., 2001). 
 
7.  Análise da solução de açúcares e do licor de cozimento ao sulfito 
ácido  
 
Foram analisados alguns parâmetros químicos do licor de cozimento ao sulfito 
ácido – HSSL (Hardwood Spent Sulphite Liquor) e de uma amostra de solução de 
açúcares recolhida das colunas de permuta iónica. A solução de açúcares foi 
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previamente concentrada no evaporador rotativo (2x), a uma temperatura de 60 ºC, e 
de seguida liofilizada. 30 mL de solução resultaram em 0,9 g de amostra liofilizada. 
 
7.1   Teor de Lenhossulfonatos (Espectrofotometria UV) 
 
O teor de lenhossulfonatos foi calculado por espectrofotometria de UV com um 
comprimento de onda de 273 nm (Espectrofotómetro Jasco V-560). A partir da 
amostra da solução de açúcares liofilizada preparou-se uma solução: pesaram-se 11,8 
mg de amostra para um balão de 50 mL e perfez-se o volume com água destilada. No 
caso do licor a amostra sofreu uma diluição de 750 vezes. 
 
                               C =
   273nmε
A
, 
  
 onde ε 273nm  = 5,4 l g-1 cm-1  foi determinado  a partir de uma amostra de 
lenhossulfonatos puros e liofilizados,  o C é a concentração de lenhossulfonatos em 
g/L e A é a absorvância a 273 nm. 
 
 
7.2   Determinação da concentração de glucose, xilose, xilitol, 
ácido acético e furfural por cromatografia liquida de alta 
eficiência (HPLC) 
 
 
Com vista à determinação das concentrações de ácido acético, furfural, xilose, 
xilitol e glucose, filtrou-se uma amostra de licor num sistema discal de filtros de 
acetato de celulose de 0,2 µm (diâmetro de poro) e injectou-se num aparelho de 
cromatografia líquida equipado com uma coluna de troca iónica com enchimento 
Eurokat® de 10 µm, ligado a uma bomba Gilson 307, detector de índice de refracção 
(no caso do furfural foi utilizado um detector de UV) Gilson modelo 131 e integrador 
Spectra-Physics 4290. O eluente utilizado foi uma solução de H2SO4 0,01 N que passa 
na coluna com um fluxo de 0,4 mL/min à temperatura ambiente. Foi injectado um 
padrão de 10,0 g/L com os compostos referidos e verificadas as áreas. Estando estas 
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concordantes com as áreas médias das rectas de calibração (Anexo III) 
determinaram-se as concentrações directamente.  
O licor foi analisado regularmente, aquando da chegada de uma nova remessa, 
após a aplicação do tratamento e como monitorização do consumo de glucose, xilose e 
ácido acético nas fermentações realizadas. A solução de açúcares foi analisada na sua 
forma liofilizada e depois, regularmente, sempre que era obtida a partir das colunas 
de permuta iónica. O furfural só foi analisado uma primeira vez no licor e o xilitol foi 
analisado apenas nas fermentações com meio sintético e nas fermentações com a 
solução de açúcares. No caso da análise da amostra de solução de açúcares liofilizada 
diluíram-se 67,9 g em 2030 µL de água destilada. 
 
 
7.3   Determinação do conteúdo em monossacarídeos do licor e 
solução de açúcares por cromatografia gasosa acoplada a um 
detector de ionização por chama (GC-FID) 
 
A cromatografia gasosa permite a separação de misturas complexas, 
permitindo a análise de compostos em quantidades vestigiais. 
No caso da solução de açúcares foram pesados cerca de 10 mg (m = 10,5 mg - 
procedimento completo; m = 11,7 mg – procedimento s/ hidrólise ácida) de amostra 
liofilizada e adicionaram-se 1750 µL de água destilada. Foram realizadas duas análises 
à amostra, uma com o procedimento completo e outra sem a parte da hidrólise ácida, 
sendo o objectivo determinar se os açúcares se encontram predominantemente na sua 
forma monomérica ou se há uma fracção de açúcares polimerizados (dímeros, 
trímeros, …, oligómeros). O licor seguiu na íntegra o procedimento descrito. 
A análise qualitativa e quantitativa dos monossacarídeos foi feita de acordo 
com o seguinte procedimento (Hoebler, 1989): 
 
Hidrólise:  
- adicionaram-se 1500 µL de água destilada a 250 µL de licor fino; 
- colocou-se num tubo soviril e adicionaram-se 190 µL de H2SO4 72%; 
- incubou-se durante 2h a 100 ºC e arrefeceu-se em gelo; 
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Redução: 
- adicionaram-se 100 µL de 2-desoxiglucose (padrão interno) 15,90 mg/mL; 
- a 1,0 mL de hidrolisado adicionaram-se: 
   - 0,2 mL de NH3 25 % 
   - 0,1 mL de NH3 3M contendo 150mg/mL de NaBH4 
   - incubou-se durante 1h a 30 ºC e arrefeceu-se de seguida em gelo 
   - adicionaram-se 2 vezes 50 µL de ácido acético glacial e arrefeceu-se em 
gelo 
Acetilação: 
- a 0,3 mL de solução adicionaram-se : 
   - 0,45 mL de 1-metilimidazol 
   - 3,0 mL de anidrido acético 
- misturou-se e incubou-se a 30ºC durante 30 minutos; 
- arrefeceu-se em gelo e adicionaram-se 3,75 mL de água destilada e 2,50 mL 
de diclorometano; 
- agitou-se no vortex e centrifugou-se a baixa rotação durante 30 segundos; 
- retirou-se a fase aquosa; 
- adicionaram-se 3,0 mL de água destilada e 2,0mL de diclorometano; 
- agitou-se no vortex , procedeu-se a nova centrifugação e removeu-se a 
camada superior; 
- adicionaram-se mais 3 mL de água destilada, seguido de vortex e 
centrifugação; 
- repetiu-se este procedimento mais duas vezes; 
- evaporou-se o diclorometano em corrente de azoto, adicionou-se 1 mL de 
acetona e repetiu-se o processo de evaporação; 
- repetiu-se a adição e evaporação da acetona; 
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Injecção: 
- coluna DB 225, aparelho Varian 3600, temperatura do detector: 250 ºC, 
temperatura do injector: 225 ºC, temperatura da coluna: 220 ºC. 
Recta de calibração (Anexo IV): 
Para a recta de calibração foram preparados 5 padrões em balões de 10,0 mL: 
- o padrão I com 10,0 mg de manose, ramnose e fucose e 20,0 mg de xilose, 
glucose, galactose e arabinose; 
- o padrão II: 1,0 mL do padrão I + 9,0 mL de água destilada; 
- padrão III: 2,0 mL do padrão I + 8,0 mL de água destilada; 
- padrão IV: 3,0 mL de padrão I + 7,0 mL de água destilada; 
 - padrão V: 5,0 mL de padrão I + 5,0 mL de água destilada; 
 
Não foi aplicada a fase da hidrólise aos padrões uma vez que estes são 
compostos por açúcares na forma de monómeros. 
 
7.4   Análise da solução de açúcares por cromatografia gasosa 
acoplada a um espectrómetro de massa (GC-MS) 
 
Para eliminar quaisquer dúvidas resultantes da análise realizada no GC-FID 
derivatizou-se por sililação a amostra e injectou-se a mesma no aparelho de 
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa - GC-MS (GC Trace 
2000 Series e Finnigan Trace MS). A preparação da amostra seguiu o seguinte 
procedimento: 
   - pesaram-se 18,03 mg de amostra e adicionaram-se 500 µL de piridina num 
tubo soviril, agitou-se até à dissolução completa; 
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   - adicionaram-se 250 µL de tetracosano 1 g/L (padrão interno), 500 µL  de 
ASTFA ((N,o – Bis – trimethylsilyl) – trifluoracetamid) e 100 µL de TMSC 
(chlorotrimethylsilan) (catalisador); 
   - agitou-se a solução e colocou-se num banho de óleo a 80 ºC durante 30 
minutos. 
Registou-se o cromatograma e trataram-se os dados com o software Xcalibur. 
Condições: coluna – DB1 J&W; gás de arrate – hélio; temperatura do injector – 230ºC; 
temperatura do detector – 250 ºC; programa de temperatura – 125 ºC - 225 ºC, 2 
ºC/min. 
 
7.5   Quantificação de Açúcares Redutores (método de DNS) 
 
 
A quantificação de açúcares redutores foi realizada pelo método DNS. Este 
método baseia-se numa reacção redox entre açúcares redutores e o ácido 3,5-
dinitrosalicílico (DNS). Na presença de açúcares redutores, o ácido 3,5-dinitrosalicílico 
é reduzido, sendo a sua cor amarela alterada para laranja. 
Num tubo de ensaio introduziu-se 1,0 mL de amostra e 1,0 mL de reagente 
DNS. Agitou-se num agitador vortex e colocou-se o tubo de ensaio num banho 
fervente durante 5 minutos. De seguida, a mistura foi colocada em gelo para parar de 
imediato a reacção. Adicionaram-se 10,0 mL de água destilada e agitou-se (agitador 
vortex). Por fim, leu-se a absorvância a 540 nm. 
Previamente, foi elaborada uma recta de calibração (Anexo I) onde se procedeu 
de igual forma ao que foi descrito mas onde as amostras são soluções de glucose de 
concentrações rigorosamente conhecidas no intervalo 0,1 – 1,0 g/L (Miller, 1959).  
Nota: As amostras do licor foram diluídas 100 vezes para a absorvância se 
enquadrar entre os valores obtidos para a recta de calibração, ou seja, na gama de 
linearidade do método. 
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7.6   Teor de Cinzas, pH e peso seco 
 
 
As cinzas são o resíduo não volátil, isento de carbono, que corresponde a toda 
a matéria de origem mineral existente na amostra, após a combustão da matéria 
orgânica. Determinou-se o teor de cinzas da amostra por calcinação de 20,0 mL de 
licor na mufla a 750 ºC durante 6h. No caso da amostra de solução de açúcares 
liofilizada pesaram-se 100-200 mg e calcinaram-se na mufla a 525 ºC durante 2h. 
O pH foi determinado directamente na amostra homogeneizada e a 
temperatura ambiente, usando um eléctrodo com sonda de temperatura e calibrado 
com soluções tampão a pH 4,0 e 7,0.  
Determinou-se o peso seco com 20,0 mL de licor na estufa a 105 ºC durante 
70h. Mantiveram-se a amostra e as respectivas réplicas no excicador até a massa ficar 
constante.  
 
8.  Produção de proteína microbiana e xilitol 
 
8.1   Microrganismos 
 
Os microrganismos utilizados neste trabalho foram as leveduras Kluyveromyces 
fragilis PYCC 3886, Candida utilis PYCC 2541 e Debaryomyces hansenii NRRL Y – 7426 
e o fungo Paecilomyces variotii NRRL 1115. O fungo e a levedura D. hansenii foram 
oferecidos pelo Laboratório NRRL. O fungo foi mantido em meio de manutenção ME 
sólido, repicado mensalmente e armazenado a 5 ºC. As leveduras K. fragilis e C. utilis 
foram amavelmente cedidas pelo Laboratório PYCC. Todas as leveduras foram 
mantidas em meio de manutenção YM sólido, repicadas mensalmente e armazenadas 
a 5 ºC. 
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8.2   Composição dos meios de cultura utilizados 
 
8.2.1  Meio YM (Yeast Medium) 
 
3 g de extracto levedura, 3 g de extracto de malte, 5 g de peptona, 10 g de 
glucose e 20 g de agar (se o meio for sólido) por litro de meio. 
O meio YM sólido foi utilizado para o crescimento das leveduras em placas de 
Petri durante 3 dias a 29 ºC. O meio YM líquido foi utilizado na preparação do inóculo 
que precedia qualquer uma das fermentações realizadas. 
O pH do meio nunca foi ajustado mas apresentava-se entre pH 6,0 e 6,5.  
 
 8.2.2  Meio ME (Malt Extract Agar/Broth) 
 
Malt Extract Agar: 30g de extracto de malte, 5g de peptona e 15g de agar por 
litro de meio. 
Malt Extract Broth: 17 g de extracto de malte e 3 g de peptona. 
O meio ME sólido foi utilizado para o crescimento do fungo em placas de Petri 
durante 6-8 dias a 29 ºC. O meio ME líquido foi utilizado na preparação do meio 
fermentativo. 
O pH do meio nunca foi ajustado mas apresentava-se entre pH 6,5 e 6,7.  
 
8.2.3  Meio sintético 
 
30 g de xilose; 2 g de glucose; 5 g de extracto levedura; 0,6 g de MgSO4; 1,7 
g de KH2PO4; 3,4 g de K2HPO4 e 0,5 g (NH4)2SO4 por litro de meio. 
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O meio sintético foi utilizado como meio fermentativo modelo no estudo das 
condições óptimas para a produção de xilitol. 
O pH do meio nunca foi ajustado mas o pH final está na gama de pH 6,5 e 7,0. 
O meio foi autoclavado em 4 fracções separadas: 1) xilose + glucose – para 
evitar reacções de acastanhamento enzimático; 2) extracto de levedura; 3) MgSO4 e 
4) KH2PO4 + K2HPO4 + (NH4)2SO4 – para evitar a precipitação dos sais. 
 
Os meios em causa foram esterilizados a 120ºC durante aproximadamente 22 
minutos num Autoclave Uniclave 88.  
8.2.4  Meio fermentativo – P.variotii 
 
Primeiros ensaios - Foram preparados 3 tipos de meio: a) 100% meio ME, b) 
40 % meio ME + 60 % licor tratado e c) 100 % licor tratado. 
Ensaios seguintes – Foram preparados inóculos de 40 % meio ME + 60 % de 
licor tratado. A biomassa aqui obtida foi de seguida recolhida por um crivo de malha 
0,044 mm de abertura e transferida em esterilidade para meios de 100 % de licor. 
 
8.2.5  Meio fermentativo – K. fragilis e C. utilis 
 
Foram preparados inóculos de 100 % de meio YM em todos os ensaios 
realizados com leveduras e a partir destes foram inoculados Erlenmeyers com meios: 
a) 60 % meio YM + 40 % licor tratado, b) 40 % meio YM + 60 % licor tratado e c) 20 
% meio YM + 80 % licor tratado. 
 
O licor tratado utilizado nestes ensaios continha cerca de 1,3 g/L de glucose, 
24,9 g/L de xilose e 10,0 g/L de ácido acético. A maltose presente no meio ME 
corresponde, por indicação do fabricante, a 60% do extracto de malte aí presente. Por 
análise em HPLC, a maltose do meio ME traduz-se em 2,8 g/L de glucose. 
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8.2.6  Meio fermentativo – D. hansenii 
 
Preparou-se sempre inóculo antes de qualquer fermentação. Primeiro, realizou-
se um grupo de ensaios preliminares para escolher os constituintes do meio 
fermentativo e seleccionar condições primárias óptimas. De seguida, optimizou-se os 
constituintes do meio recorrendo a um planeamento factorial 23 em Erlenmeyer. Por 
fim, aplicou-se à solução de açúcares os parâmetros optimizados nos ensaios 
anteriores.  
A partir de 2 L de solução de açúcares com 6,4 g/L de xilose e 0,5 g/L de 
glucose obteve-se uma solução concentrada (400 mL), no evaporador rotativo, com 
30,4 g/L de xilose e 2,0 g/L de glucose. Adicionaram-se 1 g/L de extracto de levedura 
e metade da concentração de sais descrita para o meio sintético. As fermentações 
foram realizadas em dois Erlenmeyers, com 200 mL de solução de açúcares cada, a 29 
ºC e 180 rpm. 
 
Todos os ensaios decorreram em Erlenmeyers de 500 mL com 250 mL de 
volume útil. 
  
8.3   Fermentações 
 
8.3.1  Crescimento celular em culturas sólidas 
 
 No caso das leveduras, as culturas sólidas foram preparadas com meio de 
manutenção YM em placas de Petri, tendo sido inoculadas com apenas uma colónia 
crescida e isolada através do método do riscado, em esterilidade na câmara de fluxo 
laminar.  
No caso dos fungos, o meio de manutenção utilizado foi o ME e a inoculação 
foi feita cortando um fragmento de micélio com agar e colocando o mesmo na placa 
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de Petri. Todo o procedimento foi realizado em esterilidade na câmara de fluxo 
laminar.  
Todas as placas foram incubadas a 29º C numa estufa com agitação orbital 
Certomat S/H, B. Braun Biotech International.  
 
8.3.2  Crescimento celular em cultura líquida 
 
            Fungo 
 
     8.3.2.1   Preparação do inóculo e fermentação descontínua 
em Erlenmeyer 
 
Para a remoção de fungo das placas adicionaram-se 10,0 mL de meio ME em 
cada placa de Petri. Com uma ansa de inoculação previamente esterilizada, removeu-
se o micélio crescido do meio sólido e suspendeu-se no meio líquido. Transferiu-se a 
suspensão de micélio da placa para um Erlenmeyer, obtendo-se uma suspensão 
concentrada de micélio, ou seja, o inóculo. Agitou-se bem a suspensão de modo a 
ficar o mais homogénea possível. Para determinar a concentração da suspensão 
filtrou-se um volume desta suspensão de micélio em papel de fibra de vidro (GF/C, 
0,45 µm) e determinou-se o seu peso seco após a secagem deste numa lâmpada de 
infravermelho durante 2h até peso constante. Determinou-se a concentração da 
suspensão e calculou-se o volume de inóculo necessário para se obter a concentração 
inicial de 70 mg/L. Esta volume de inóculo pode ser transferido para um Erlenmeyer 
que servirá de inóculo à fermentação ou pode ser transferido directamente para o 
meio fermentativo. 
Efectuaram-se fermentações descontínuas (batch) de culturas miceliares em 
meio líquido. As culturas líquidas foram incubadas a 29º C com agitação orbital de 180 
rpm. A transferência de biomassa do inóculo para o meio fermentativo foi feita 
recorrendo a um crivo de malha 0,044 mm de abertura. 
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Foram feitas placas de controlo com meio Malt Extract Agar (ME) ao longo de 
todos os ensaios de forma a confirmar que a cultura se mantinha pura, livre de 
contaminações. 
8.3.2.2   Quantificação de biomassa por gravimetria 
 
Para quantificar a biomassa no final de cada batch retirou-se a biomassa com 
um crivo para uma caixa de petri (previamente pesada) e filtrou-se o restante em 
filtros de fibra de vidro com um diâmetro de poro de 1 µm (Filtrac.Herzberg 91 
seg/100 mls, Ahlstrom) previamente pesados. De seguida, colocaram-se os filtros e a 
placa de petri na estufa, a 100 ºC durante 72h até se atingir peso constante. Ao fim 
desse período, os filtros e caixa de petri foram arrefecidos num excicador durante 2 a 
3 horas e só posteriormente pesados.  
 
8.3.2.3   Análise de biomassa 
 
Para proceder à análise da biomassa, P. variotii, liofilizaram-se algumas 
amostras recolhidas de ensaios realizados. A biomassa recolhida foi lavada com água 
destilada até desaparecer o licor que lhe estava associado, foi congelada e de seguida 
liofilizada.  
 
a) Determinação do teor em azoto – Método Kjeldahl  
 
Este método baseia-se no facto de que na presença de H2SO4, dos 
catalisadores sulfato de potássio (K2SO4) e sulfato de cobre (CuSO4), o azoto orgânico 
pode ser convertido em amónia. Após adição da base, a amónia é destilada de um 
meio alcalino e absorvida em ácido sulfúrico. O ião amoníaco (NH4
+) é determinado 
por titulação indirecta com uma solução de NaOH. 
 
Digestão  
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Durante a digestão (digestor - BÜCHI 426, Digestion Unit) o azoto orgânico é 
convertido em NH4
+, ao mesmo tempo que o carbono e hidrogénio são oxidados a 
dióxido de carbono e água, na presença de ácido sulfúrico e de catalisadores que 
aumentam o ponto de ebulição do ácido sulfúrico. O catalisador K2SO4 aumenta a 
temperatura da digestão, conduzindo a um aumento da velocidade de conversão do 
azoto orgânico a NH4
+. 
Para digerir a amostra com uma massa de 0,30g (±0,001), pesaram-se 0,40g 
(±0,001) de sulfato de cobre e 15,00 g (±0,001) de sulfato de potássio, colocou-se 
tudo num tubo de digestor. Fez-se o mesmo procedimento com um outro tubo mas 
sem amostra, o branco. Colocaram-se reguladores de ebulição e adicionaram-se 15,0 
mL de ácido sulfúrico concentrado a cada um dos tubos. Colocaram-se os tubos no 
digestor, levando a mistura à ebulição até apresentar uma cor esverdeada (2-3h). 
Deixou-se arrefecer a mistura. 
 
        N (orgânico) + H2SO4        (NH4)2SO4 + CO2 + H2O + SO2 
 
Destilação 
 
Ao composto digerido são adicionados 100 mL de água, agitou-se 
vigorosamente até à dissolução completa e, de seguida, adicionaram-se 100 mL de 
hidróxido de sódio concentrado (40 %, m/v). O aumento de pH transforma NH4
+ em 
NH3. Quando a amostra que contem amónia, é aquecida com hidróxido de sódio e 
sulfato de sódio, o amoníaco é gaseificado. O gás de amónia pode então ser 
concentrado e recuperado numa solução que contem ácido sulfúrico e indicador de pH 
– vermelho de metilo. Foi utilizado um destilador (BÜCHI 316, Destillation Unit). 
O destilado foi recolhido num Erlenmeyer que continha 30,0 mL de H2SO4 
(0,2N) e o indicador. A destilação decorreu durante 8 min. 
 
(NH4)2SO4 + 2 NaOH      2 NH3(g) + 2 H2O + Na2SO4 
2NH3 + H2SO4     (NH4)2SO4 + H2SO4  
                                                    (excesso) 
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Titulação 
 
A solução de ácido sulfúrico em excesso foi titulada com NaOH 0,2N até ao 
ponto final da reacção. 
O ponto final da titulação é atingido quando o ácido que não foi neutralizado 
pela amónia presente na solução o é pelo NaOH e é detectado pela alteração de cor. 
Esta alteração de cor é em função do indicador de pH, sendo o ponto de viragem a 
mudança da cor rosada para incolor (Clesceri et al., 2001; Netto, 1959). 
 
2NaOH + H2SO4     Na2SO4 + 2H2O 
            (excesso) 
 
A concentração de azoto é determinada por: 
n (ácido) = c (ácido) x volume de ácido inicial  
n (base) = c (base) x volume gasto na titulação 
n (amónia) = n (ácido) – n (base) 
g (azoto) = n (azoto) x M (azoto) 
Proteína bruta (“crude protein” – cp) = % azoto na amostra x 6,25 
onde 6,25 corresponde ao factor de conversão para a determinar o teor 
proteico na amostra, relaciona o azoto orgânico com o teor proteico. 
 
b) Sonicação 
 
A sonicação é um método mecânico de ruptura celular que utiliza ultra-sons. 
Este método é normalmente utilizado na desintegração de células microbianas. Foi 
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utilizado com o intuito de obter um extracto proteico solúvel a partir de uma amostra 
liofilizada de biomassa – P. variotii. Da potência de sonicação aplicada uma pequena 
parte é transmitida ao caldo a processar na forma de vibrações através de uma sonda 
metálica nele mergulhada. No entanto, grande parte dessa potência é transmitida na 
forma de calor, o que vai provocar o aumento da temperatura do caldo.  
Com a finalidade de determinar a melhor forma de utilizar o sistema de ultra-
sons, sem sobreaquecer a amostra, realizou-se um ensaio onde a partir uma amostra 
liofilizada se testaram 5 condições diferentes a nível de tempos e intervalos na 
aplicação de ultrasons à amostra. 
A 50 mg de biomassa liofilizada adicionaram-se 10 mL de água destilada 
esterilizada, para limitar ao máximo a actividade proteasica durante o processo, e 
colocou-se o tubo num banho de gelo. Mergulhou-se a sonda de ultrasons no caldo e 
ligou-se o aparelho (Sonics – Vibra Cell, Ultrasonic Processor, 25 output watts, 
amplitude: 100). 
Condições experimentais: 1) 10 min; 2) 8 min; 3) 6 min; 4) 4 min; todos sem 
intervalos e 5) 4 min, com intervalos de 1 min de 2 em 2 min. 
No final, centrifugaram-se as amostras (Eppendorf Centrifuge 5804R) a 4000 
rpm, durante 15 min e com refrigeração a 4 ºC. Recolheu-se o sobrenadante. 
 
bi) Determinação da Proteína Total – Método de Lowry 
 
Este método baseia-se na reacção “biureto” de proteínas com cobre em 
condições fortemente alcalinas, seguida de redução do ácido 
fosfomolibdicofosfotúngstico Folin-Ciocalteau, pelos aminoácidos aromáticos do 
complexo de cobre formado. Desta reacção resulta a formação de um heteropolibdénio 
azul com uma coloração intensa (Harris & Angal, 1989) que pode ser quantificada por 
espectrofotometria a 750 nm. 
 Este método é sensível para concentrações de proteína no intervalo 
(0,15-1,0 mg/mL). 
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 Reagentes stock: A - 1%(m/v) de sulfato de cobre (CuSO4.5H2O) 
                                 B - 2%(m/v) de tartarato de sódio potássio 
                       C – 0,2 M de hidróxido de sódio 
                       D – 4% (m/v) de carbonato de sódio 
  
Procedimento: 
 A 49,0 mL do reagente C adicionou-se 49,0 mL do reagente D, 1,0 mL 
do reagente A e 1,0 ml do reagente B. Esta solução cobre-alcalina (reagente E) foi 
preparada na altura do ensaio. A 10,0 mL do reagente Folin-Ciocalteau adicionou-se 
10,0 mL de água tendo-se obtido o reagente F. A 0,50 mL de amostra contendo 
proteína acima das 0,50 mg, adicionou-se 2,5 mL de reagente E, misturou-se e 
guardou-se 10 minutos. Ao fim deste tempo adicionou-se 0,250 mL de reagente F, 
misturou-se e deixou-se reagir 30 minutos no escuro. Finalmente mediu-se a 
absorvância a 750 nm contra um branco (0,500 mL de tampão da amostra em lugar 
da própria amostra). Ao utilizar este método estabeleceu-se uma curva de calibração 
(Anexo II), com várias concentrações de uma solução de proteína. 
 
bii) Determinação do conteúdo em Ácidos Nucleicos   
 
   Pesaram-se duas amostras de biomassa liofilizada: 1 – 37,2 mg e 2 – 135,3 
mg, adicionaram-se 10 mL de água destilada estéril e procedeu-se à sonicação. 
Centrifugou-se a amostra 1 mas não a 2. 1’ e 2’ são as respectivas réplicas. Foram 
feitas leituras a dois comprimentos de onda, 260 nm e 280 nm, este último determina, 
de certa forma, a pureza dos ácidos nucleicos, o valor obtido a 280 nm é subtraído à 
leitura a 260 nm. Foram utilizados 1mL de extracto da amostra 1 e 1’ e 0,5mL da 
amostra 2 e 2’. Adicionou-se 1 mL de uma solução de álcool isoamílico e clorofórmio 
(1/24) às amostras e centrifugou-se 5min a 14 000 rpm. Desta forma separaram-se 
os ácidos nucleicos, com afinidade para a fase aquosa, das proteínas e outros 
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conteúdos celulares presentes no extracto, com afinidade para a fase orgânica. 
Retirou-se a fase a aquosa e adicionou-se 0,6 mL de isopropanol para precipitar os 
ácidos nucleicos. Centrifugou-se mais uma vez, 10 min 14000 rpm. No final, deixou-se 
evaporar o isopropanol ao ar, solubilizou-se o “pellet” com 50 µL de água estéril e leu-
se a absorvância a 260 nm (Genesys 10UV scanning - Thermospectronic). 
Quantificaram-se os ácidos nucleicos tendo em conta que 1 unidade de densidade 
óptica corresponde a 50 µg/mL de ácidos nucleicos na amostra (Sambrook et al., 
1989). Foi feita uma diluição de 1/1000 logo, a concentração final vem já em mg/mL.  
 
         Leveduras 
 
     8.3.2.4  Fermentações descontínuas em Erlenmeyer 
 
Efectuaram-se fermentações descontínuas, ou batch, de culturas de leveduras 
em meio líquido. Primeiro, preparou-se um inóculo partindo de 2/3 colónias obtidas 
com crescimento da levedura em meio sólido, num Erlenmeyer de 100 mL com 50 mL 
de meio YM durante 20h, a 29 ºC e 180 rpm. De seguida, inocularam-se Erlenmeyers 
de 500 mL com 250 mL de meio YM e licor tratado e com 10 % de inóculo. No caso da 
D. hansenii inocularam-se Erlenmeyers de 500 mL com 250 mL de meio sintético, ou 
solução de açúcares, com 5% de inóculo. As culturas líquidas foram incubadas a 29 ºC 
com agitação orbital de 180 rpm.  
Retiraram-se amostras para a determinação do consumo de açúcares e ácido 
acético e produção de xilitol (HPLC) e para a determinação de biomassa 
(espectrofotometria UV-vis). 
 
 
8.3.2.5   Fermentações descontínuas em Fermentador 
 
Com o objectivo primordial de produzir xilitol em quantidade, a utilização do 
fermentador apresenta-se à partida mais adequada do que a de um Erlenmeyer, uma 
vez que tem maior capacidade volúmica e visto que podem ser controlados os 
parâmetros físico-químicos: pH, concentração de oxigénio, temperatura e agitação. 
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Para o controlo de pH no fermentador foram utilizadas as soluções concentradas de 
ácido fosfórico e de hidróxido de sódio. Introduziu-se esterilmente 1L de meio sintético 
no fermentador juntamente com 5% de inóculo. Ligou-se o controlo de temperatura 
para 29 ºC, o de agitação para 180 rpm e o de pH previamente calibrado e 
programado para 5,0. 
Diariamente retiraram-se amostras para a determinação da biomassa 
(espectrofotometria UV-vis), consumo de xilose e produção de xilitol (HPLC).  
Foram feitas placas de controlo com meio Yeast Medium (YM) ao longo de 
todos os ensaios (Erlenmeyer e fermentador) de forma a confirmar que a cultura se 
mantinha pura, livre de contaminações. 
 
8.3.2.6  Quantificação de biomassa por turbidimetria 
 
A quantificação de biomassa no meio fermentativo foi feita seguindo o seguinte 
procedimento: no final da fase exponencial de uma fermentação modelo foram 
retirados 10 mL de amostra e filtrados num filtro de diâmetro de poro 0,45 µm 
(Gelman Laboratory, GN-6 Metricel Grid, sterile) previamente pesado. Repetiu-se o 
procedimento 2 vezes de forma a minorar possíveis erros. Colocaram-se os filtros com 
a biomassa na estufa a 105ºC durante 72h garantindo peso constante. Determinou-se 
o peso seco após arrefecimento no excicador. A partir de uma amostra do meio 
fermentativo, retirada igualmente no final da fase exponencial, fizeram-se um 
conjunto de diluições (1/3 – 1/70) e leram-se as respectivas absorvâncias a 620nm 
para a K. fragilis, 640 nm para C. utilis e 600 nm para a D. hansenii. Com os 
resultados obtidos foram feitas rectas de calibração, estabelecendo uma relação entre 
a análise gravimétrica e a turbidimétrica, a partir das quais a biomassa pode ser 
calculada directamente. Foram feitas 3 rectas de calibração para cada uma das 
leveduras K. fragilis e C. utilis – 40, 60 e 80 % de licor tratado no meio fermentativo 
(Anexo V). A absorvância do meio com licor foi sempre medida antes de qualquer 
inoculação e subtraída à absorvância da amostra. No caso da D. hansenii apenas foi 
feita uma recta de calibração com o meio sintético. 
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8.3.2.7  Planeamento factorial 23 em Erlenmeyer para 
optimização do meio fermentativo da D.hansenii 
 
Para fazer o estudo da optimização do meio fermentativo recorreu-se a um 
instrumento estatístico, o planeamento factorial, que permitiu obter uma metodologia 
correcta para a escolha de ensaios a realizar com vista à escolha das concentrações de 
xilose, extracto de levedura e sais no meio sintético. É de salientar que se definiu 
como concentração máxima de sais metade da concentração de sais referida por 
Sampaio et al. (Sampaio et al., 2006), utilizada no primeiro tipo de ensaios, e a 
mínima como metade desta última. Fez-se um estudo das 3 variáveis, assim como da 
interacção entre essas mesmas variáveis. 
Para executar um planeamento factorial é necessário estabelecer quais as 
variáveis de interesse, assim como o factor de resposta, e especificar os níveis de 
cada variável (pelo menos dois). Neste caso são 3 variáveis com 2 níveis cada, o que 
corresponde 23 = 8 ensaios. As variáveis estudadas e os seus respectivos níveis, 
assim como os oito ensaios realizados, são apresentados na Tabela 3 (a) e (b). Os 
sinais (-) e (+) representam os níveis inferior e superior das variáveis. O factor 
resposta escolhido foi o rendimento do processo. 
Realizaram-se 8 ensaios fermentativos com o intuito de optimizar as 
concentrações dos vários nutrientes presentes no meio fermentativo para a produção 
de xilitol. 
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Tabela 3 - Variáveis, níveis (a) e matriz do planeamento factorial 23 (b). 
(a)                                                                      (b) 
 
 
Os cálculos dos principais efeitos e das interacções entre as variáveis, a análise 
estatística e os gráficos foram realizados com o software statistica version 5.5 
(StatSoft, inc.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variáveis 
(-)  
g/L 
(+)  
g/L 
a)xilose 10 30 
b)extracto 
de 
levedura 
1 5 
c)sais [ ]/2 [ ] 
Ensaios a b c 
       1 - - - 
       2 + - - 
       3 - + - 
       4 + + - 
       5 - - + 
       6 + - + 
       7 - + + 
       8 + + + 
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                          9.  Esquema – resumo 
 
 
 
 
 
Fermentações (ensaios) 
SCP 
P. variotii 
Inóculo 
(60%licor + 
40%ME): 0, 1, 2, 
3, 6 dias 
Ensaios 
c/100% licor: 
3, 4, 7, 10, 11 
dias 
K. fragilis 
Inóculo: 
100% YM, 
20h 
Ensaios c/ 
40, 60 e 
80% licor 
C. utilis 
Inóculo: 
100% YM, 
20h 
Ensaio c/ 
60% licor 
D. hansenii 
Inóculo: 
100% YM, 
20h 
Ensaios: 
Selecção de 
condições 
primárias  óptimas 
(meio sintético) 
Ensaios: 
Planeamento 
factorial 23 
(meio 
sintético) 
Ensaio c/ 
solução de 
açúcares 
Xilitol 
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I – PROTEÍNA MICROBIANA  
 
 
10.  Análise do licor de cozimento ao sulfito ácido 
 
Analisou-se o licor de cozimento ao sulfito ácido para determinar os principais 
componentes desta matéria-prima que constituiu a fonte de substratos para as 
fermentações realizadas. 
 
 
                                  Tabela 4 – Composição química do HSSL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Componentes Concentração (g/L) 
Lenhossulfonatos 78,2 ± 0,56 
Ácido acético  9,6 ± 0,06 
Furfural  Vestígios 
Cinzas  15,1 ± 0,18 
Teor de sólidos 150,3 ± 0,76 
pH 3,4 ± 0,05 
Açúcares redutores 44,7 ± 0,02 
Xilose 20,5 ± 0,71 
Manose 8,5 ± 0,33 
Arabinose 7,8 ± 0,21 
Galactose 4,5 ± 0,46 
Glucose 2,3 ± 0,61 
Ramnose 1,6 ± 0,42 
Fucose 0,4 ± 0,27 
Resultados e Discussão 
 
 71  
O licor possui um teor elevado de lenhossulfonatos o que é explicado pelo facto 
de no cozimento das aparas de madeira o processo de deslenhificação ocorrer em 
larga escala, ou seja, grande parte da lenhinha da madeira passa para o licor. Sob 
condições acídicas as estruturas mais importantes da lenhina são sulfonadas 
formando-se assim os lenhossulfonatos. Os lenhossulfonatos podem constituir um 
inibidor fermentativo para leveduras e fungo pois o seu elevado peso molecular pode 
limitar o acesso dos microorganismos aos nutrientes disponíveis. 
O ácido acético presente no licor tanto pode constituir um inibidor como mais 
uma fonte de carbono disponível para o crescimento de microrganismos. O ácido 
acético é inibidor para leveduras (0.5-9 g/L), contudo algumas são capazes de o 
utilizar no crescimento e na sua manutenção. No caso dos fungos este problema 
geralmente não se coloca. O grau de inibição também depende da concentração do 
mesmo e da disponibilidade de oxigénio (Parajó et al., 1997).  
O furfural pode inibir o crescimento e a fermentação por parte das leveduras. 
Concentrações abaixo de 2 g/L são tidas como tendo pouco efeito na fermentação 
(Parajó et al., 1997). Como no caso do licor o furfural está presente em quantidades 
vestigiais (< 0,5 g/L) este não constitui motivo de preocupação. 
O licor apresenta um carácter ácido, um teor de sólidos na ordem dos 15 % e 
cerca de 1,5 % de cinzas. 
A xilose é, claramente, o monossacarídeo predominante no licor pois a 
estrutura principal da hemicelulose típica da madeira de uma folhosa, nomeadamente 
Eucalyptus globulus, é a O-acetil-(4-O-metil-α-D-glucurono)-D-xilana, geralmente 
designada como glucuronoxilana ou, simplesmente, xilana (Evtuguin et al., 2003). A 
fracção de açúcares no licor representa cerca de 4-5 % da massa total do licor. 
Por análise com método DNS concluiu-se que o licor tem cerca de 44,7 g/L de 
açúcares redutores. Este valor confirma o que foi obtido com a soma das 
concentrações dos monossacarídeos presentes no licor por outro método de análise, o 
GC-FID. 
O método de análise mais utilizado ao longo deste trabalho na monitorização 
do consumo de açúcares pelos microrganismos foi o HPLC. Este método apesar de não 
distinguir diferentes pentoses e hexoses (as pentoses e hexoses aparecem, regra 
geral, representadas por dois picos) é um método mais prático e rápido do que o GC-
FID. O GC-FID detecta cada um dos monossacarídeos presentes no licor. Sendo a 
concentração de xilose muito superior ao das restantes pentoses e estas, no seu 
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conjunto, superiores às hexoses, o método de análise por HPLC é o mais adequado às 
necessidades deste trabalho. 
Verificou-se não existirem diferenças consideráveis nas concentrações de 
glucose, xilose e ácido acético entre o licor tratado e o não tratado. 
 
 
 
11.  Produção de proteína microbiana 
 
11.1  Fungo 
 
11.1.1  Quantificação de biomassa e determinação do consumo 
de açúcares e ácido acético 
 
O fungo P. variotii tem sido utilizado na produção de proteína microbiana 
devido ao seu bom desempenho em resíduos que contêm elevadas concentrações de 
inibidores, como por exemplo o licor ao sulfito ácido. 
Para testar a capacidade de adaptação do fungo P. variotii ao licor de 
cozimento ao sulfito ácido foram comparados os resultados de fermentações em 3 
tipos de meios distintos: 100% de meio Malt Extract Broth (ME), 60 % licor + 40 % de 
meio ME e 100% de licor. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.  
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Tabela 5 - Produção de P. variotii , pH do meio fermentativo e determinação do consumo de 
xilose, glucose e ácido acético aos 0, 3, 7 e 10 dias de fermentação. 
  100% Meio ME 60% Licor 100% Licor 
Concentração 
(g/L) e pH 0d 3d 7d 10d 0d 3d 7d 10d 0d 3d 7d 10d 
Biomassa 
 
0,1 
 
6,1 
 
5,5 
 
4,5 
 
0,1 
 
6,2 
 
10,2 
 
21,4 
 
0,1 
 
1,4 
 
7,2 
 
13,0 
pH 6,7 5,1 7,7 8,1 5,8 6,1 5,9 5,1 5,7 5,1 6,1 5,9 
Xilose  - - - - 15,1 12,8 9,2 4,2 25,1 25,1 21,9 8,5 
Ácido acético  - - - - 6,2 0,0 0,0 0,0 10,3 10,3 2,4 0,0 
Glucose 2,8 1,7 0,0 0,0 1,9 1,2 0,7 0,0 1,3 0,9 0,4 0,0 
Nota: Cada fermentação ao dia x com o meio y equivale a um Erlenmeyer, ou seja, ao contrário 
das fermentações com leveduras que são culturas homogéneas, onde de um Erlenmeyer se 
podem tirar inúmeras amostras em períodos de tempo diferentes, os ensaios com o fungo 
exigiram uma logística mais complexa, uma vez que as culturas são heterogéneas. Este facto 
explica a falta de réplicas em muitos dos ensaios realizados. A cultura do fungo em meio líquido 
gera uma suspensão de micélio heterogénea o que impossibilita a quantificação de biomassa 
por turbidimetria. A quantificação de biomassa é feita, então, por gravimetria (pesos secos) o 
que implica a recolha da totalidade da biomassa de cada batch, ou seja, a realização de um 
ensaio inicia-se com vários batchs iguais e retira-se e analisa-se um a cada espaço de tempo 
que se quer uma amostra. 
 
 
Analisando os dados da Tabela 4, verifica-se que a adaptação do fungo ao licor 
obteve mais sucesso no meio com 40 % de meio ME e 60% de licor. Obteve-se a 
produção de biomassa mais elevada, mediante uma menor disponibilidade de fontes 
de carbono, ácido acético, xilose e glucose, que se encontravam em menor 
quantidade, relativamente ao meio 100% licor. A inoculação em meio de 100% de 
licor limita, numa fase inicial, o crescimento do fungo P.variotii. Será então necessário 
preparar um inóculo, antes de iniciar as fermentações, de forma a adaptar 
previamente ao meio líquido, o fungo proveniente do meio sólido, evitando assim uma 
fase lag demasiado longa na fermentação. A biomassa obtida com o meio 100% ME, 
ao fim de 10 dias, ficou muito aquém dos restantes ensaios, menos de 1/3 dos valores 
obtidos com os outros dois meios fermentativos. As fontes de carbono disponíveis 
cingiram-se a 2,8 g/L de glucose o que se traduz num factor limitativo para o 
crescimento do fungo. A falta de fontes de carbono ao fim de 7 dias de fermentação 
condicionou a adopção, por parte do fungo, de um possível comportamento de 
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autólise de células mortas para obtenção de nutrientes, daí o decréscimo de biomassa 
ao longo do tempo. 
 
 
Estabeleceu-se que o crescimento de inóculo se faria num meio com 40 % de 
meio ME e 60 % de licor tratado. Compararam-se fermentações com inóculos de 2, 3 
e 6 dias. Os resultados obtidos com esses inóculos antes da transferência dos mesmos 
para o meio 100 % licor encontram-se no gráfico da Figura 12. 
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Figura 12 - Inóculo 60 % de Licor + 40 % meio ME. Condições experimentais: 
29ºC, 180 rpm, biomassa inicial – 70 mg/L. 
 
A biomassa teve um aumento exponencial ao longo do tempo tendo o inóculo 
de 6 dias atingido um máximo de biomassa de 36,0 g/L. A xilose e glucose não são 
consumidas na sua totalidade mas o ácido acético (6 g/L) é totalmente consumido ao 
fim de seis dias. 
 
A partir de cada um destes inóculos (2, 3 e 6 dias) realizaram-se três 
fermentações onde se analisaram amostras ao 4º, 7º e 11º dia. Os resultados obtidos 
encontram-se no gráfico da Figura 13. 
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                 Figura 13 - Fermentações com 100 % de licor e inóculos com diferente duração. 
Condições experimentais: 29ºC, 180 rpm, sem acerto de pH (pH ~ 5,5 – 6,5). 
 
 
A fermentação com um inóculo de 2 dias foi aquela onde a biomassa atingiu a 
concentração mais elevada, 39,3 g/L, tal como na fermentação de inóculo de 6 dias 
(39,4 g/L). Contudo, ao contrário da primeira, a elevada concentração de biomassa foi 
em grande parte alcançada à custa do inóculo de 6 dias que continha já cerca de 90 % 
da biomassa final. Como o objectivo do estudo é obter o máximo de biomassa 
recorrendo, única e exclusivamente, a este subproduto industrial que é o licor de 
cozimento ao sulfito ácido, os melhores resultados são assim os da fermentação de 2 
dias de inóculo. É de notar que a fermentação com 6 dias de inóculo precisa de 17 
dias (6 dias de inóculo + 11 dias em meio 100 % licor) para produzir sensivelmente a 
mesma biomassa que a fermentação de 2 dias de inóculo, no final de apenas 13 dias 
(2 dias de inóculo + 11 dias em meio 100% licor). 
As 10,0 g/L de ácido acético são consumidas na sua totalidade nas 3 
fermentações e mais rapidamente do que os açúcares totais presentes. O ácido 
acético é uma fonte de carbono e de energia para o fungo e não um inibidor de 
crescimento. Tal como é relatado na literatura, P. variotii apresenta um consumo lento 
de açúcares (Pessoa et al., 1997). 
O rendimento da produção de biomassa, Yx/s (g de biomassa/g de substrato 
consumido), onde s corresponde à xilose, glucose e ao ácido acético, atinge o seu 
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valor mais elevado ao 7º dia na fermentação de inóculo de 2 dias – 1,6 g/g. A 
produtividade volumétrica, Qp (g de biomassa/L de meio fermentado/h), máxima é 
atingida ao 11º dia – 0,2 g/L/h. 
 
 
Realizaram-se mais 2 ensaios com tempos de inóculo diferentes e repetiu-se o 
ensaio 100% licor sem preparação prévia de um inóculo, ou seja, por inoculação 
directa, tudo com o objectivo de optimizar todo o processo obtendo o máximo de 
biomassa possível num espaço de tempo mais curto. 
Preparam-se inóculos com 40 % de meio ME e 60% de licor de 16 e 24h, 
quantificou-se a biomassa e determinou-se o consumo de açúcares e de ácido acético 
ao 2º, 5º e 7º dia. Os resultados obtidos encontram-se no gráfico da Figura 14. 
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Figura 14 - Fermentação com 100 % licor e inóculo de 24h. Condições experimentais: 
29ºC, 180 rpm, biomassa inicial – 70 mg/L. 
 
A biomassa inicial, ou seja, a proveniente do inóculo de 24h é de 4,2 g/L, 
menos de metade da obtida com um inóculo de 2 dias. Ao 7º dia a concentração de 
biomassa é de 12,0 g/L, bastante aquém da concentração alcançada no ensaio com 
inóculo de 48h, 32,3 g/L.  
O rendimento, Yx/s (g/g), atinge o seu valor mais elevado ao 2º dia – 0,9 g/g, 
assim como a produtividade volumétrica, Qp (g/L/h), 0,1 g/L/h. Ambos os resultados 
são inferiores quando comparados com o ensaio com o inóculo de dois dias. 
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O inóculo de 16h é deficitário em termos de biomassa, a biomassa era tão 
escassa que se tornou impossível transferi-la para um Erlenmeyer com 100 % de licor. 
 
Os resultados obtidos no ensaio com inoculação directa encontram-se no 
gráfico da Figura 15. 
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         Figura 15 - 100% licor, inóculo 0 dias. Condições experimentais: 29ºC, 180 rpm,   
biomassa inicial - 20 mg/L. 
 
 
O ácido acético assim como a glucose foram consumidos na sua totalidade. A 
xilose ao sétimo dia representava menos de 37 % da concentração inicial, ou seja, 
houve um consumo de 63 %. A primeira fonte de carbono a ser consumida é, sem 
dúvida, o ácido acético, a glucose é similarmente consumida mas como a sua 
concentração no meio é ínfima não terá grande relevância no aumento de biomassa. 
Verifica-se igualmente que o aumento exponencial de biomassa acontece em 
simultâneo com um consumo acentuado de xilose, do 5º para o 7º dia. O máximo de 
biomassa obtida ao fim de 7 dias foi de 25,7 g/L, o rendimento foi de 1,0 g/g e a 
produtividade volumétrica ficou registada em 0,2 g/L/h. 
A biomassa inicial é menor em relação ao primeiro ensaio realizado nas 
mesmas condições, cerca de 70% menos, porém os resultados foram 
consideravelmente melhores, o “arranque” da cultura fúngica foi mais fácil. Ao 7º dia 
foi consumida quase tanta xilose como no 10º dia do primeiro ensaio e a biomassa 
final obtida é duas vezes superior no segundo ensaio relativamente ao primeiro. 
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Alguns rendimentos apresentados são superiores a 100 %. Estes resultados 
vêm suportar a hipótese de o fungo consumir ainda outros substratos presentes no 
licor para além dos açúcares e ácido acético, nomeadamente, compostos fenólicos, 
tais como: pirogalol (1,2,3-benzenotriol), ácido vanílico, ácido siríngico (ácido 4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzóico), ácido gálico (ácido 3,4,5-hidroxibenzóico) e ácido 
elágico [66]. O fungo pode ainda consumir lenhossulfonatos de baixo peso molecular, 
uma vez que eles existem no licor e constituem uma fonte de carbono. 
 
O pH manteve um padrão de comportamento em todos os ensaios realizados. 
Observou-se que este diminui, numa primeira fase, pois a assimilação de fontes de 
azoto influencia o pH do meio, a assimilação de um ião amónia gera um protão. O licor 
foi tratado com NH4OH. Numa segunda fase, o pH aumenta à medida que o ácido 
acético vai sendo consumido. 
 
 
11.1.2  Análise de biomassa 
 
11.1.2.1  Conteúdo em azoto – Método Kjeldahl 
 
 
O valor alimentar e a aplicação da SCP são baseados na sua composição em 
nutrientes, nomeadamente em azoto. Um elevado conteúdo em azoto significa regra 
geral um elevado teor proteico. O que se revela de extrema importância quando o 
objectivo é usar a SCP como aditivo alimentar ou mesmo como substituinte de 
proteína animal. 
 
Cerca de 80,0 % da amostra liofilizada corresponde a conteúdo proteico, sendo 
a percentagem de azoto correspondente a 12,8 %. 6,25 corresponde ao factor de 
conversão para determinar o teor proteico na amostra e relaciona o azoto orgânico 
com o teor proteico (Clesceri et al., 2001; Netto, 1959). 
O azoto incorporado pelo microrganismo é proveniente do licor tratado com 
NH4OH e pela peptona presente no meio ME. 
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11.1.2.2  Sonicação 
 
Este método de ruptura celular foi utilizado com o intuito de obter um extracto 
proteico solúvel, a partir de uma amostra liofilizada de biomassa de P. variotii, de 
modo a que fosse possível determinar a proteína total pelo método de Lowry e o 
conteúdo em ácidos nucleicos. 
 
11.1.2.3. Determinação da Proteína Total – Método de Lowry 
 
Os resultados da sonicação, seguida de centrifugação e determinação da 
proteína total pelo método de Lowry encontram-se na tabela 6.  
 
       
      Tabela 6 - Proteína total pelo método de Lowry 
Amostra (tempo - 
sonicação) 
Concentração de 
proteína(mg/mL) 
Massa de 
amostra(mg) 
% de proteína 
na amostra 
  1) 10 min 3,58 52,4 68,3 
2) 8 min 3,23 50,6 63,8 
3) 6 min 3,34 57,7 57,8 
        4) 4min 3,59 51,8 69,3 
5) 4min c/interv. 3,88 55,4 70,0 
 
 
Não existem, de facto, diferenças consideráveis entre os diferentes tempos de 
sonicação aplicados à amostra. Ainda assim, pode estabelecer-se uma relação entre 
tempo de sonicação e a proteína total extraída da amostra (Figura 16). Da potência de 
sonicação grande parte é transmitida na forma de calor, o que vai provocar o aumento 
da temperatura do caldo e uma possível redução do conteúdo proteico presente na 
biomassa.    
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Figura 16 - Percentagem de proteína total extraída da amostra com diferentes 
tempos de sonicação. 
 
Duas variáveis estão em jogo: a extracção de proteína, que é favorecida com 
um aumento do tempo de sonicação e, a degradação proteica, que é afectada 
negativamente com o prolongar da exposição da amostra aos ultra-sons. No gráfico da 
Figura 16 estabeleceu-se uma relação entre as duas variáveis. O melhor resultado é 
obtido quando se expõe a amostra aos ultra-sons por um tempo reduzido (4 min) e 
com um intervalo pelo meio. O mesmo tempo de exposição mas sem intervalo 
corresponde ao segundo resultado mais elevado. A percentagem de proteína na 
amostra é menor nos valores de tempo superiores. Contudo, esta tendência para o 
decréscimo com o aumento do tempo de sonicação não é linear. O peso da variável 
extracção aumenta com o tempo. A proteína total aumenta dos 6 para os 8, e depois 
para os 10 min, porque apesar da degradação proteica também aumentar esta é 
suplantada por uma maior extracção de proteína da amostra, o saldo acaba por ser 
positivo. 
Deste modo conclui-se que destas metodologias de lise celular a mais 
conveniente é a de 4 minutos com intervalo. 
 
Antes de se proceder à lise celular pelo método mecânico dos ultra-sons 
estabeleceu-se uma relação entre biomassa “fresca”, biomassa liofilizada e peso seco. 
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Tanto a biomassa liofilizada como o peso seco respectivo representam uma 
perda de cerca de 96 % de massa em relação à biomassa fresca, ou seja, 96% da 
massa total é água.  
Determinou-se a proteína total numa amostra de biomassa fresca e numa 
amostra liofilizada, tendo em conta a relação mássica já estabelecida. Ambas as 
amostras foram sonicadas, o tempo de sonicação aplicado foi o mesmo que foi 
aplicado à amostra 5 do ensaio anterior, ou seja, 4 minutos com intervalo. Verificou-
se que a proteína total era superior na amostra fresca, 81 %, em relação à amostra 
liofilizada, 68 %. Contudo, existe uma incerteza grande na pesagem, como a amostra 
fresca não é exactamente homogénea não se sabe rigorosamente a quantidade de 
água que se pesou, ou seja, se aquela amostra poderia ter mais ou menos água 
impregnada. Assim, sempre que se pretender analisar a biomassa é melhor proceder a 
uma liofilização prévia, limita-se a influência da heterogeneidade da amostra e a 
manipulação da mesma é mais segura, uma vez que se evita a actividade de possíveis 
proteases aí presentes. Os valores descritos na literatura referentes a fungos e 
leveduras cingem-se a uma gama que vai desde 30-70 % de proteína total por peso 
de biomassa seca (Anupama & Ravindra, 2000), os valores experimentais obtidos 
enquadram-se nesta gama. 
 
 
11.1.2.4  Determinação do conteúdo em Ácidos Nucleicos   
 
Para avaliar se a lise celular foi completa aquando do uso de ultra-sons, 
podendo alguns ácidos nucleicos terem sido arrastados juntamente com o sedimento 
resultante da posterior centrifugação, e para não incorrer no erro de subquantificação 
dos ácidos nucleicos, pesou-se uma quantidade superior de amostra e procedeu-se à 
sonicação mas desta vez não se centrifugou a amostra. Adicionou-se mais um passo, 
precedente aos descritos anteriormente, para ter a certeza que a lise celular foi 
completa: a 500 µL de amostra adicionaram-se 140 µL de NaCl (5M) e 65 µL de CTAB 
(brometo de cetiltrimetil amónia), que é um detergente que actua ao nível do 
rompimento das membranas celulares, e colocou-se no digestor a 65 ºC, durante 10 
min (Sambrook et al., 1989). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 7. 
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   Tabela 7 - Quantificação de ácidos nucleicos 
 
 
Verifica-se que o facto de não se ter centrifugado a amostra 2 e se ter 
adicionado mais um passo ao procedimento, para que não restassem dúvidas de que a 
lise celular fora completa, veio demonstrar que os ácidos nucleicos foram 
subquantificados na amostra 1. Na amostra 1 os ácidos nucleicos representam cerca 
de 9,4 % da massa total da amostra enquanto na amostra 2 o teor de ácidos nucleicos 
cifra-se em 17,8 % do valor de massa de amostra pesada. 
O azoto total vulgarmente está distribuído sob a forma de proteína e de ácidos 
nucleicos (Ugalde & Castrillo, 2002). Deste modo podem-se fazer os seguintes 
cálculos: 
 
% Proteína bruta (Kjeldahl) – % Proteína total (Lowry) = % Ác. Nucleicos 
 
Assim sendo, existe 80,0 % de proteína bruta na amostra e 68,1 % de proteína 
total (ou “real”) determinada pelo método de Lowry, logo existem 11,9 % de ácidos 
nucleicos na amostra. O valor obtido, estimado indirectamente, não está, de facto, 
longe do que foi obtido com a análise directa dos ácidos nucleicos, 17,8 %. O teor de 
ácidos nucleicos descrito na literatura ronda os 10 – 15 % por biomassa seca de 
fungos e leveduras (Anupama & Ravindra, 2000). Estes valores variam ligeiramente 
consoante o tipo de substrato usado, o organismo em causa e as condições de 
fermentação. O conteúdo em ácidos nucleicos pode ser então corrigido alterando as 
condições de fermentação e substrato, a nível das fontes de azoto e de carbono. 
Devido à rápida proliferação das células microbianas, o RNA (ácido ribonucleico) é o 
que se encontra em maior quantidade no total de ácidos nucleicos detectados. O 
conteúdo em RNA nas leveduras e fungos é conhecido como sendo dependente das 
condições de fermentação e da razão C/N (carbono:azoto). Existem métodos para 
reduzir o conteúdo de ácidos nucleicos na própria biomassa recuperada: 1) activação 
Amostra  
Abs  
(260 nm) 
Abs 
(280nm) 
Concentração 
(mg/mL) 
% Ác. 
nucleicos 
1 0,017 0,010 0,35 9,4 
 1’ 0,018 0,011 0,35 9,4 
2 0,050 0,027 1,15 17,0 
 2’ 0,055 0,030 1,25 18,5 
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de RNAses endógenas através de um tratamento térmico 60-70ºC, durante 20 min; 2) 
hidrólise alcalina (eficiente na remoção de RNA mas diminui o valor nutricional da 
componente proteica); 3) extracção química e remoção dos ácidos nucleicos. As 
perdas a nível proteico no tratamento 1) são mínimas e talvez este seja o mais 
indicado para uma possível implementação a nível industrial. 
 
 
11.2  Leveduras 
 
11.2.1   Quantificação de biomassa e determinação do 
consumo de açúcares e ácido acético 
 
 
Realizaram-se alguns ensaios com leveduras especialmente indicadas para a 
produção de SCP, nomeadamente Candida utilis e Kluyveromyces fragilis.  
Numa primeira abordagem determinaram-se as rectas de calibração (Anexo V) 
das duas leveduras em 3 composições de meio fermentativo diferentes - 40, 60 e 80 
% de licor tratado + meio YM (Tabela 8). 
 
 
           Tabela 8 - Rectas de calibração para a determinação de biomassa por  turbidimetria; y 
= DO (densidade óptica); x = [biomassa] (g/L). 
Meio (Licor 
tratado) 
     K. fragilis C. utilis 
      40 % y = 2,07x + 0,12 y = 1,62x + 0,11 
      60% y = 3,41x + 0,14 y = 3,42x + 0,11 
      80% y = 5,38x + 0,12 y = 4,48x + 0,14 
    
 
Tendo as rectas de calibração sido determinadas e sendo as mesmas algo 
similares, o que indicia curvas de crescimento semelhantes entre as duas leveduras, 
realizaram-se 3 ensaios com a K. fragilis. Os meios fermentativos utilizados foram de 
40, 60 e 80 % de licor tratado. Determinou-se a produção de biomassa e consumo de 
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açúcares e ácido acético. Foram igualmente determinados os seguintes parâmetros: 
produtividade volumétrica (Qp, g/L/h), rendimento da biomassa sob a xilose e glucose 
consumidas (Yx/s, g/g) e taxa específica de crescimento (µ, h
-1). 
Os resultados obtidos encontram-se nos gráficos das Figuras 17 e 18: 
 
 
         
Figura 17 - K.fragilis – meio: 40 % licor + meio YM; [glu]i = 6,5 g/L; [xil]i = 10 g/L ; 
[ác.acético]i = 4,0 g/L. 
 
A xilose só começa a ser consumida quando o consumo da glucose é completo, 
dá-se assim o consumo preferencial de um dos substratos seguido do segundo. Este 
padrão de comportamento é conhecido como o crescimento diaúxico. Observam-se 
claramente duas fases lag, sendo o maior aumento de biomassa aquando do consumo 
de glucose, que é o monossacarídeo mais facilmente assimilado pela levedura. Com o 
consumo de toda a glucose disponível no meio, a levedura é induzida a direccionar o 
seu metabolismo para o consumo de um outro substrato, a xilose, tendo assim que 
sintetizar, provavelmente, novos componentes (cofactores essenciais, novas 
enzimas…) necessários ao crescimento/manutenção do microrganismo (Willey et al., 
2008). Esta etapa constitui a segunda fase lag. A primeira fase lag é relativamente 
mais curta do que a segunda pois a levedura cresce inicialmente num meio 100% YM 
(20h de inóculo) onde existe um teor elevado de glucose, que é o substrato que vai 
consumir preferencialmente, mais tarde, no meio fermentativo. O ácido acético não é 
consumido, as pequenas variações de concentração ao longo do tempo são atribuídas 
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a erros associados ao método analítico de HPLC e à manipulação das amostras. O 
rendimento máximo atingido na produção de biomassa foi de 0,39 g/g às 21h (Tabela 
8). 
  
 
 
 
           Figura 18 – K.fragilis – a) meio: 60% licor + meio YM; [glu]i = 4,8 g/L; [xil]i = 14,9 
g/L ; [ác.acético]i = 6,0 g/L – b) meio: 80% licor + meio YM; [glu]i = 3,0 g/L; [xil]i = 
19,9 g/L ; [ác.acético]i = 8,0 g/L. 
 
   
O aumento da percentagem de licor no meio reflectiu-se num decréscimo de 
biomassa total produzida. Ao fim de 31h existia apenas 1,0 g/L de biomassa, no caso 
do meio com 60 % de licor e 0,5 g/L, tratando-se de um meio com 80 % de licor. O 
ácido acético não é consumido e funciona cada vez mais como inibidor de crescimento 
devido ao aumento da sua concentração no meio.  
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Com 60 % de licor no meio fermentativo a K. fragilis produziu três vezes 
menos biomassa do que em relação à fermentação de 40 % de licor. A glucose é 
consumida na sua totalidade ao fim de quase 30h, enquanto a xilose apresenta um 
decréscimo mínimo. O crescimento da levedura deu-se quase exclusivamente devido 
ao consumo de glucose. O rendimento máximo atingido foi de 0,94 g/g às 26h (Tabela 
9). Apesar de se registar um rendimento de 94 % a uma determinada hora isso não 
reflecte a evolução da fermentação, é apenas um momento em que uma pequena 
parte dos açúcares que foram consumidos deram origem a um aumento de biomassa, 
igualmente pequeno, mas grande em relação ao baixo consumo de xilose e glucose. 
 
Com 80% de licor no meio fermentativo a concentração de inibidores no meio 
aumenta ainda mais, assim como a dificuldade da levedura em metabolizar as fontes 
de carbono disponíveis, limitando ou mesmo impedindo o aumento de biomassa. O 
consumo das fontes de carbono cingiu-se a 1,0 g/L de glucose e 1,5 g/L de xilose. No 
final, fizeram-se placas com meio YM e nada cresceu, ou seja, a K. fragilis não 
sobrevive num meio rico em licor de cozimento ao sulfito ácido.  
 
Não se verificaram, em qualquer um dos três ensaios, variações significativas 
de pH: 5,0 – 5,5. 
 
 
Tabela 9 - K. fragilis: taxa específica de crescimento, produtividade volumétrica e 
rendimento da produção de biomassa em 3 tipos de meio. 
Meio 
(% Licor) 
µ max 
(h-1) 
      Qp max 
(g/L/h) 
     Yx/s max 
      (g/g) 
40 0,19 0,13 0,39 
60 0,19 0,07 0,94 
80 0,14 0,04 0,27 
      
 
 
Tendo em conta que o objectivo primordial do trabalho é o bioprocessamento 
de pentoses do licor e que se pretende converter o máximo de açúcares aí presentes 
em proteína microbiana, realizou-se um ensaio com a C.utilis com o máximo de licor 
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possível – 60 % pois os 80 % utilizados para a K. fragilis provaram ser excessivos. Os 
resultados obtidos encontram-se no gráfico da Figura 19. 
 
 
            
                Figura 19 - C. utilis – meio: 60 % licor + meio YM; [glu] = 4,8 g/L; [xil] = 14,9 g/L 
; [ác.acético] = 6,0 g/L. 
 
 
 
          A C. utilis tem uma capacidade de adaptação ao licor mais elevada do que a k. 
fragilis. A biomassa atingiu um máximo (2,7 g/L) quase 3 vezes superior à K. fragilis 
nas mesma condições. A glucose é rapidamente consumida e a xilose passa de 14,9 
g/L de concentração iniciais para 10,8 g/L. Foi consumido 42 % de ácido acético o que 
é comprovado pela consequente subida do pH. O rendimento máximo atingido é de 
26% e a produtividade volumétrica máxima é de 0,11 g/L/h. A taxa específica de 
crescimento máxima é igualmente superior quando comparada com a K. fragilis: 0,28 
h-1 (Figura 20).   
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              Figura 20 - Curvas de crescimento de C. utilis e K. fragilis em meio 60% licor + YM. 
 
Comparando os resultados obtidos com ensaios com o fungo P. variotii e as 
leveduras K. fragilis e C.utilis concluiu-se que o fungo será, à partida, a escolha mais 
adequada para o fim a que se destina: bioprocessamento das pentoses presentes no 
licor de cozimento ao sulfito ácido. O fungo apesar de apresentar uma assimilação 
mais lenta dos açúcares presentes no licor, nomeadamente a xilose, e de necessitar 
de um tempo mais alargado para crescer em placas e para a obtenção de um inóculo 
com uma massa significativa para permitir a transferência, atinge quantidades de 
biomassa largamente superiores às leveduras. É de todos os microrganismos aqui 
testados o que apresenta um maior grau de tolerância aos inibidores presentes no 
licor. Estabelecendo um termo comparativo a nível temporal, o fungo P. variotii em 
meio de 60 % de licor, 24h de fermentação, atinge um máximo de biomassa de 4,2 
g/L enquanto que a K. fragilis fica-se pelas 0,8 g/L e a C. utilis alcança as 2,5 g/L. Em 
meio de 80% de licor, as leveduras não sobrevivem mais do que 20h. Enquanto isso o 
fungo não só resiste num meio de 100% licor como atinge máximos de concentração 
de biomassa às 48h, sem inóculo prévio, de 4,3 g/L. Todas as fermentações com o 
fungo filamentoso, com ou sem inóculo prévio, decorrem em licor tratado (100 %) e 
sem adição extra de nutrientes, a não ser o azoto que advém do tratamento do licor 
com NH4OH. Ao contrário das leveduras, para o P. variotii o ácido acético é mais uma 
fonte de carbono presente no licor, e não um inibidor do processo. Fica-se com a 
sensação que prolongando o tempo de fermentação a biomassa aumentaria, uma vez 
que em qualquer um dos casos aqui analisados os açúcares não são consumidos na 
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sua totalidade. Contudo, quando se alcança cerca de 39 g/L de biomassa num 
Erlenmeyer com 250 mL de meio, a densidade do meio é tal que a elevada quantidade 
de biomassa que se formou ocupa já o volume útil do Erlenmeyer. O fungo começa a 
crescer nas paredes do Erlenmeyer, ou seja, a situação complica-se a nível logístico, 
especialmente numa perspectiva de scale-up para aplicação industrial. 
A temperatura utilizada em todos os ensaios foi a mesma, 29 ºC. Esta 
temperatura está dentro da gama (25 – 35 ºC) referida na literatura, especialmente 
no que se refere às leveduras pois no caso do fungo, que é termófilo, este tolera 
temperaturas mais elevadas, 50 – 55 ºC. Contudo, operar a estas temperaturas 
implica um elevado gasto energético. Quando as temperaturas são demasiado baixas, 
a actividade enzimática envolvida na produção de proteína microbiana é, tal como o 
esperado, baixa e pode não permitir a difusão dos nutrientes através da membrana 
celular. Temperatura elevada causa inactivação das enzimas do ciclo metabólico e o 
consequente decréscimo da síntese proteica (Rajoka et al., 2006). 
Nas fermentações com ambas as leveduras registou-se a presença de etanol no 
meio ao longo tempo, chegando a atingir valores na ordem das 0,3 – 1,0 g/L. Não é 
muito significativo mas representa uma certa ineficácia no processo de produção de 
biomassa pois significa que parte dos açúcares foram fermentados a etanol. A 
levedura não fez apenas o metabolismo de crescimento celular mas também o 
fermentativo (fermentação alcoólica), um metabolismo alternativo (Kim et al., 1998). 
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II– PRODUÇÃO DE XILITOL   
 
12.  Resinas de permuta iónica 
 
Até à presente data foram tratados cerca de 5L de licor e recolhidas fracções de 
solução de açúcares num volume total de 6500 mL com uma concentração média de 
5,8 g/L de xilose (sem ser concentrada por evaporador rotativo). Esta solução foi 
congelada para se conservar. 
 
 
12.1  Análise da solução de açúcares 
 
Analisou-se a solução de açúcares para determinar os principais componentes 
desta matéria-prima que constituiu parte da fonte de substratos para a levedura D. 
hansenii na produção de xilitol. 
 
                                   Tabela 10 - Composição da solução de açúcares 
 
 
 
 
 
 
 
                    Nota: A xilose, glucose e ácido acético foram determinados por HPLC. 
 
Ao contrário do esperado o teor de lenhossulfonatos presente na amostra 
atinge cerca de 20 % do teor de sólidos. As resinas de permuta iónica deveriam reter 
os lenhossulfonatos quase na sua totalidade. O método de espectrofotometria UV, 
Componentes Concentração 
Lenhossulfonatos (%) 20,0 ± 0,05 
Ácido acético  -- 
Cinzas (%) 0,6 ± 0,01 
pH 6,1 ± 0,05 
Xilose (g/L) 
Glucose (g/L) 
9,8 ± 0,48 
1,4 ± 0,21 
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utilizado na determinação do teor de lenhossulfonatos, detecta os compostos fenólicos 
presentes na amostra que podem pertencer aos lenhossulfonatos ou não. É, assim, 
possível ter havido interferência de outros compostos que contêm na sua estrutura 
anéis aromáticos com grupos OH presentes na solução de açúcares, nomeadamente 
os extractáveis: pirogalol, ácido vanílico, ácido siríngico, ácido gálico e ácido elágico 
(Marques et al., 2008) que absorvem no comprimento de onda do método em causa, 
273 nm. Para contornar esta situação poder-se-ão utilizar resinas com grupos 
funcionais, ácido ou base, mais fortes, contudo, o risco de retenção nas resinas dos 
açúcares que não estejam na sua forma monomérica, aumenta. 
Não foi detectada a presença de ácido acético na solução de açúcares recolhida 
a partir das resinas de permuta iónica. A matéria inorgânica presente é diminuta. As 
concentrações de xilose e glucose determinadas por HPLC são confirmadas por GC-FID 
(Tabela 9).  
Com vista à quantificação, quer dos açúcares na forma monomérica quer dos 
açúcares na forma polimérica recorreu-se à análise por GC-FID. Os resultados obtidos 
com e sem hidrólise ácida encontram-se na Tabela 11.  
 
Tabela 11 - Quantificação dos monossacarídeos presentes na solução de açúcares. Resultados 
do procedimento c/ hidrólise ácida e s/ hidrólise ácida. m= 10,5 mg; m = 11,7 mg. 
Monossacarídeos 
(mon.)  
Média (mg) 
% (na 
amostra) 
Concentração 
(g/L) 
Ramnose 0,06 0,10 0,6 0,8 0,2 0,2 
Arabinose 0,39 0,06 3,7 0,5 1,1 0,2 
Xilose 3,78 4,12 36,0 35,2 10,8 10,6 
Manose 0,42 0,08 4,0 0,7 1,2 0,2 
Galactose 0,37 0,20 3,5 1,7 1,0 0,5 
Glucose 0,37 0,33 3,5 2,8 1,0 0,8 
Total 5,38 4,89 51,3 41,7 15,4 12,5 
Nota: Os resultados apresentados têm desvios padrão associados na ordem dos 3-5 %. 
 
A xilose, açúcar predominante, encontra-se essencialmente na forma 
monomérica assim como outros açúcares presentes na amostra, nomeadamente a 
ramnose e a glucose. Não existem diferenças significativas nos resultados obtidos nos 
procedimentos com e sem hidrólise ácida no caso destes monómeros. A concentração 
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de xilose nas fracções recolhidas a partir das colunas de permuta iónica é em média 
6,0 g/L mas como a amostra foi concentrada 2 vezes o esperado seria obter cerca de 
12 g/L, obtiveram-se cerca de 11 g/L. Só são recuperadas 6 g/L de xilose das 20 - 25 
g/L que o licor possui, isto é explicado pelo facto de o licor ser diluído para metade 
logo no início, na coluna de permuta catiónica (introduzem-se 100 mL de licor e 
recolhem-se 200 mL de solução descationizada). No caso da coluna aniónica, a xilose 
não sai concentrada numa só fracção de 100 mL mas dividida por 2 ou 3 fracções. 
Verificou-se que, em média, metade da massa da amostra são açúcares e que 
desses açúcares cerca de 10 % não serão monómeros. 
 
Para eliminar quaisquer dúvidas resultantes da análise realizada no GC-FID 
analisou-se uma amostra de solução de açúcares por cromatografia gasosa acoplada a 
um espectrómetro de massa (GC-MS). 
A análise do cromatograma de GC-MS levou a concluir que cerca de 90 % dos 
açúcares na amostra são monómeros e que os restantes 10% são dímeros. Os 
maiores picos detectados correspondem à xilose α e β. Estes resultados estão de 
acordo com os que foram apresentados resultantes da análise por GC-FID. 
 
13.  Fermentação com D. hansenii para a obtenção de xilitol 
 
13.1  Escolha dos constituintes do meio fermentativo 
 
Realizou-se um grupo de ensaios preliminares em Erlenmeyer para a escolha 
prévia dos constituintes do meio sintético com vista à optimização da produção de 
xilitol. Foram assim seleccionados alguns parâmetros a aplicar nas fermentações em 
Erlenmeyer antes de realizar um segundo grupo de experiências que constituíram o 
planeamento factorial 23 também em Erlenmeyer. 
As fermentações D e J foram realizadas com o meio sintético tal qual o descrito 
anteriormente na parte experimental. A fermentação G tem como meio o meio 
sintético com a adição do molibdato de sódio. A fermentação H foi realizada em meio 
sintético sem glucose. Na fermentação I realizaram-se dois ensaios em simultâneo: 
um com glucose e outro com 2 g/L de glucose. Realizou-se mais uma fermentação, 
fermentação F, esta com 2 ensaios em simultâneo: meio sintético com 3 g/L de 
glucose e meio sintético com 4 g/L de glucose.   
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Foram determinados os seguintes parâmetros: Qp (g/L/h) – produtividade 
volumétrica, YP/S, (g/g) - rendimento de xilitol na xilose consumida; Pmax (g/L) – 
produção máxima de xilitol, Xmax – produção máxima de biomassa e µmax (h
-1) - taxa 
específica de crescimento máxima (Tabela 12). 
 
    Tabela 12 - Fermentações para selecção de condições primárias óptimas. QP max (g/L/h) e  
Y (P/S) (g/g) no pico de produção de xilitol. 
Ensaio 
QP max 
(g/L/h) 
Y (P/S)max 
(g/g) 
P max 
(xilitol) 
(g/L) 
X max 
(g/L) 
Xilose 
Consumida 
(g/L) 
µ 
(h-1) 
Biomassa 
inicial 
(X0) 
(g/L) 
D 
[glu] = 2 
g/L 
0,12/0,11 
(50h) 
0,44/0,42 
(50h) 
7,8 
(72h) 
5,5 
(43h) 
26,7 0,16 
 
0,09 
J 
[glu] = 2 
g/L 
0,10/0,06 
(47h) 
0,57/0,31 
(51h) 
8,0 
(147h) 
10,2 
(167h) 
 
28,7 
 
 
0,13 
 
 
0,09 
 
H 
s/ glu 
0,03/0,01 
(39h) 
0,50/0,06 
(23h) 
1,6 
(137h) 
5,9 
(146h) 
 
27,4 
 
  
0,15 
 
0,07 
I 
s/ glu 
 
c/ glu 
 
0,01/0,01 
(144h) 
0,08/0,07 
(77h) 
 
0,08/0,08 
(144h) 
0,48/0,45 
(57h) 
 
1,2 
(144h) 
6,5 
(106h) 
 
6,3 
(144h) 
9,5 
(106h) 
 
15,6 
 
23,9 
 
 
0,12 
 
0,15 
 
0,02 
 
 
0,03 
L 
[glu] = 3 
g/L 
 
[glu] = 4 
g/L 
 
0,09/0,06 
(71h) 
0,10/0,06 
(71h) 
 
0,43/0,32 
(71h) 
0,48/0,30 
(71h) 
 
6,8 
(78h) 
8,3 
(144h) 
 
10,0 
(167h) 
10,7 
(167h) 
 
    30,2 
    
29,9 
 
 
0,14 
 
0,14 
 
0,12 
 
 
0,10 
G 
c/ 
molibdato 
de sódio 
0,07/0,06 
(43h) 
0,63/0,33 
(55h) 
3,6 
(67h) 
4,8 
(67h) 
 
11,5 
 
 
0,14 
 
 
0,13 
 
   Nota: Os resultados apresentados têm desvios padrão associados na ordem dos 1-3 %. 
Os melhores resultados foram obtidos com as fermentações D e J (Figura 21), 
onde a concentração de glucose é de 2 g/L e onde não está presente como elemento 
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do meio sintético o molibdato de sódio. Obtiveram-se produtividades volumétricas de 
0.12 e 0.10 g/L/h e rendimentos máximos de 44 e 57 % quando a fermentação 
atingiu cerca das 50h, respectivamente. A produção máxima de xilitol para ambas as 
fermentações foi igualmente das mais elevadas: 7.8 g/L (Fermentação D) e 8.3 g/L 
(Fermentação J). Este último valor foi atingido muito tarde (147h) mas é de referir 
que às 71h existiam já 6,3 g/L de xilitol. 
     
 
     Figura 21 - Fermentação J. Consumos de xilose, glucose e produção de xilitol e biomassa. 
 
 
Avaliando os resultados obtidos na fermentação G provou-se que a inclusão de 
molibdato de sódio como fonte de Mo (potenciador da actividade enzimática no 
metabolismo da levedura) no meio sintético não favoreceu nem o consumo de xilose 
nem a produção de xilitol. A supressão de glucose revelou-se igualmente negativa na 
produção de xilitol. 
Analisando os valores obtidos na fermentação H, verifica-se alguma disparidade 
dos mesmos em relação aos da fermentação I sem glucose. Este facto poderá ser 
explicado pela suspeita de ter ocorrido contaminação na fermentação H. 
Em termos comparativos não existe nenhuma melhoria significativa de 
resultados aquando do aumento da concentração de glucose (de 2 para 4 g/L) no 
meio fermentativo. Como o objectivo é trabalhar com o mínimo de adição de glucose 
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manter-se-á a concentração inicial da mesma no meio sintético. A sua eliminação não 
será equacionada pois está provada a necessidade da presença desta hexose no meio 
fermentativo, numa fase inicial, a glucose facilita o aumento de biomassa. A glucose é 
essencial ao metabolismo primário da D. hansenii. Dever-se-á ter em conta que a 
concentração de glucose presente na solução de açúcares obtida a partir do licor é 
muito baixa. 
A levedura utiliza a glucose para crescer e a xilose para fermentação a xilitol. 
Se não crescer evidentemente não pode fermentar e produzir xilitol. Por outro lado 
para haver produção de xilitol tem que haver pouco oxigénio e não muito arejamento, 
pois, como já foi referido anteriormente, este último caso favorece a oxidação do 
xilitol a xilulose por acção da xilitol desidrogenase (XDH) (Parajó et al., 1998).  
As enzimas XR e XDH são induzidas pela D-xilose na D.hansenii uma vez que 
as enzimas aumentam significativamente a sua actividade quando a fonte de carbono 
presente passa da glucose à xilose Só no fim da glucose ser totalmente consumida é 
que se observa a produção de xilitol. Os diferentes sistemas de transporte celular 
hexose/pentose destes açúcares podem estar na base deste comportamento (Breuer & 
Hauke, 2006).  
Crescimento diáuxico é realizado por microrganismos que em dois ou mais 
substratos diferentes consomem preferencialmente um dos substratos seguido do 
segundo. Neste caso a levedura desenvolve-se à custa de dois açúcares diferentes, 
uma hexose e uma pentose e a levedura precisa de activar dois sistemas enzimáticos 
diferentes. Inicialmente ela activa a degradação da glucose e tem a primeira fase 
exponencial e posteriormente, quando a glucose se esgota, ela activa o metabolismo 
de fermentação da xilose tendo que superar uma fase 2ª lag e iniciando nova fase 
exponencial.  
Verificou-se um crescimento diaúxico em todas as fermentações realizadas. 
Este comportamento não é muito marcado pois a glucose, primeiro substrato a ser 
consumido, encontra-se no meio fermentativo numa concentração mínima, 2 g/L, 
quando comparada com a xilose, 30 g/L (Figuras 22). Na figura 23 ainda é mais difícil 
observar o crescimento diaúxico pois a unidade utilizada não é a concentração de 
biomassa mas o ln da absorvância. Verifica-se uma excepção na fermentação G pois a 
presença de molibdato de sódio parece alterar este comportamento de alguma forma.  
Foram realizados dois ensaios no fermentador mas que não constam na Tabela 
13 pois os resultados ficaram muito aquém do esperado. O primeiro ensaio teve as 
mesmas condições que a fermentação D em Erlenmeyer e o segundo reproduzia as 
condições da fermentação D mas com controlo de pH (pH = 5,0). Ambos os ensaios 
apresentavam ainda outra diferença: a oxigenação do meio. Neste caso o oxigénio 
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consumido pela levedura adveio apenas do que existia inicialmente no “head-space” 
do fermentador e no que seria obtido por trocas gasosas através do filtro de ar 
existente, à mesma agitação orbital de 180 rpm. A taxa específica de crescimento foi 
muito baixa e os consumos de xilose desprezáveis. Não houve produção de xilitol. Em 
ensaios futuros testar-se-á se uma corrente de ar comprimido, só na fase lag e início 
da exponencial ou em contínuo durante toda a fermentação, resolve o problema. De 
facto o arejamento é diferente quando se opera em Erlenmeyer ou em reactor. Será 
muito útil quantificar e comparar o arejamento em ambas a situações. 
 
         
Figura 22 - Fermentação J. Curva de crescimento da Debaryomyces hansenii e a 
respectiva taxa específica de crescimento (µ, h-1). 
 
 
13.2  Planeamento factorial 23 em Erlenmeyer 
 
 
Após terem sido estudadas as condições primárias básicas para a produção de 
xilitol, elaborou-se um planeamento de experiências com o intuito de estudar três 
variáveis que representam a composição do meio fermentativo: concentração de 
xilose, concentração de extracto de levedura e concentração de sais, a dois níveis. O 
objectivo foi determinar as concentrações óptimas de cada um dos compostos e 
optimizar assim a produção de xilitol minimizando igualmente os custos de produção. 
O rendimento máximo da produção de xilitol obtido ao longo dos 8 ensaios foi a 
variável de resposta considerada. As 8 experiências seguiram o plano que figura na 
Tabela 13. Para a concentração de xilose escolheu-se como limite superior 30 g/L pois 
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seria uma concentração viável a nível industrial, o licor possui 20-25 g/L desta 
pentose, a solução de açúcares tem cerca de 6 g/L de xilose que, concentrando 5 
vezes, permitiria atingir o valor escolhido como limite superior. Para limite inferior 
escolheu-se 10 g/L. Em relação ao extracto de levedura e aos sais, os limites 
superiores estão de acordo com o que está descrito na literatura sendo os limites 
inferiores, 1 g/L e [sais]/2, respectivamente. Estes foram escolhidos pois  
correspondem a um mínimo que, não eliminando a presença destes compostos do 
meio pela importância que possuem, limitam os gastos em caso de “scale-up” do 
processo a nível industrial. 
 
 
 
 
              Tabela 13 - Descrição da constituição do meio sintético nos 8 ensaio realizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A Figura 23 a) e b) apresenta a produção de xilitol ao longo dos 8 ensaios 
realizados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
a)                                                                        b) 
Ensaio 
[xilose] 
(g/L) 
[Extracto de 
levedura] (g/L] 
[sais] 
(g/L) 
 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
10 
30 
10 
30 
10 
30 
10 
30 
1 
1 
5 
5 
1 
1 
5 
5 
[sais]/2 
[sais]/2 
[sais]/2 
[sais]/2 
[sais] 
[sais] 
[sais] 
[sais] 
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Figura 23 - Variação da concentração de xilitol ao longo do tempo de fermentação com o 
máximo (a) e o mínimo (b) de xilose inicial. 
 
A concentração de xilose no meio condiciona impreterivelmente a produção de 
xilitol, o facto do meio possuir 30 g/L de xilose leva à duplicação do máximo de xilitol 
produzido pela levedura em relação ao meio com 10 g/L de xilose. O pico de produção 
de xilitol no meio, com o máximo de xilose, centra-se nas 125 – 150h enquanto nos 
ensaios 1, 3, 5 e 7 a produção mais elevada de xilitol dá-se por volta das 50 – 75h. 
Em ambos os casos existe um decréscimo contínuo de xilitol presente no meio assim 
que é atingido o seu máximo. Pensa-se que este comportamento poderá ser explicado 
à luz do metabolismo da D. hansenni na obtenção de xilitol, ou seja, o xilitol que é 
acumulado é oxidado a xilulose seguindo a via 3, via do crescimento celular (Figura 
10). 
Os resultados das variáveis, determinados ao longo das fermentações com D. 
hasnsenii nos diferentes meios previstos pelo planeamento de experiências, são 
apresentados na Tabela 14. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 14 - Resultados dos 8 ensaios do planeamento factorial 23. QP max (g/L/h) e Y P/S 
(g/g) no pico de produção de xilitol. 
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Nota: Os resultados apresentados têm desvios padrão associados na ordem dos 1-3 %. 
 
 
 O máximo de produção de xilitol ocorreu no ensaio 4 com 30 g/L xilose, 5 g/L 
de extracto de levedura e metade dos sais tendo-se obtido 8,8 g/L de xilitol. Em 
seguida obteve-se 7,1 g/L no ensaio 2, em tudo idêntico ao ensaio 4, excepto na 
concentração do extracto de levedura – 1 g/L. No caso do ensaio 2, o máximo de 
xilitol é obtido mais cedo do que o ensaio 4 e, nesse ponto, apresenta igualmente um 
rendimento máximo de 52 %. Contudo, o rendimento mais elevado obtido é registado 
no ensaio 8, 63 %, às 31 h. É também neste último ensaio que se regista o valor mais 
elevado de biomassa no final da fermentação, 11,9 g/L. A presença da concentração 
máxima de xilose não implica uma maior quantidade biomassa, esta variável parece 
depender mais da concentração de extracto de levedura pois esta fornece azoto que é 
Ensaio 
QP max 
(g/L/h) 
Y (P/S)max 
(g/g) 
P max 
(xilitol) 
(g/L) 
X max 
(g/L) 
Xilose 
consumida 
(g/L) 
µ 
(h-1) 
Biomassa 
inicial 
(X0) 
(g/L) 
1 
0,04  
(48h) 
0,32  
(48h) 
1,8 
(48h) 
6,2 
 (74h) 
10,0 
 
0,12 
 
0,11 
2 
0,09  
(79h) 
0,52  
(79h) 
7,1 
(79h) 
6,6 
 (150h) 
28,0 
 
0,12 
 0,12 
3 
0,05  
(48h) 
0,34  
(48h) 
2,6 
(48h) 
7,5 
 (73h) 
10,4 
 
0,13 
 0,12 
4 
0,09/0,07 
(57h) 
0,53/0,44 
(79h) 
8,8 
(150h) 
9,8 
 (150h) 
27,6 
 
0,12 
 0,13 
5 
0,06  
(56h) 
0,33  
(56h) 
3,5 
(56h) 
7,1 
 (73h) 
11,0 
 
0,13 
 0,10 
6 
0,10/0,09 
(48h) 
0,58/0,44 
(48h) 
6,7 
(79h) 
9,3 
 (150h) 
23,7 
 
0,12 
 0,13 
7 
0,05  
(56h) 
0,36  
(56h) 
2,9 
(56h) 
6,6 
 (74h) 
10,1 
 
0,12 
 
0,16 
8 
0,10/0,09 
(48h) 
0,63/0,51 
(31h) 
6,9 
(79h) 
11,9 
(168h) 
24,0 
 
0,12 
 
0,12 
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um nutriente essencial na síntese proteica, ou seja, no aumento da concentração de 
biomassa no meio. A Taxa específica de crescimento é, de certa forma, independente 
das alterações feitas à composição do meio sintético. Nos ensaios com o mínimo de 
xilose, o rendimento ronda os 32 – 36 % enquanto nos ensaios em que a 
concentração de xilose é de 30 g/L o rendimento é de 52 – 63 %. Estes valores foram 
sempre obtidos antes do consumo completo de xilose que, consequentemente, 
determinava o fim da fermentação. 
De uma forma geral o ensaio mais interessante a nível de resultados parece ser 
o ensaio 2 pois apresenta uma produção máxima de xilitol de 7,1 g/L e um 
rendimento acima dos 50 %, ambos atingidos às 79h de fermentação. 
Estes resultados podem também ser visualizados através da representação 
gráfica designada por superfície de resposta que são de mais fácil compreensão. As 
superfícies de resposta resultantes e a respectiva relação matemática entre a variável 
de resposta (rendimento da fermentação; z) e as varáveis independentes estão 
ilustradas nas Figuras 24 a), b) e c). Os gráficos mostram o efeito de duas variáveis 
enquanto a terceira permanece constante. As Figuras 24 a), b) e c) representam 
respectivamente, um gráfico tri-dimensional das seguintes variáveis: concentrações 
de xilose e extracto de levedura, concentrações de sais e extracto de levedura e 
concentrações de xilose e sais. Os rendimentos mais elevados são apresentados pela 
cor vermelho-sangue. Na Figura 24 a) observa-se que o máximo rendimento é 
alcançado quando a concentração de xilose é máxima independentemente da 
concentração de extracto de levedura. Nestas condições o rendimento máximo é na 
ordem dos 60%, nomeadamente 63 %. Na Figura 24 b) ultrapassa-se ligeiramente os 
50% de rendimento máximo, constatando-se que a concentração de sais e extracto de 
levedura têm uma influência conjunta reduzida. O rendimento mais elevado é 
alcançado na Figura 24 c), 65 %, onde se comprova que as variáveis que mais peso 
têm conjuntamente no factor resposta são os sais e a xilose.   
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Figura 24 - Superfícies de resposta para a produção de xilitol com D. hansenii como função de 
a) xilose e sais, b) sais e extracto de levedura e c) xilose e extracto de levedura. 
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Não existem variáveis limitantes no processo fermentativo de produção de 
xilitol, o que se verifica é que os sais e o extracto de levedura podem se utilizados em 
quantidades mínimas visto a sua influência no rendimento do processo ser baixa. Este 
é um dado importante pois traduz-se numa redução dos custos de produção. A xilose 
é o factor determinante no processo fermentativo, o aumento da sua concentração no 
meio provoca um aumento directo na produção de xilitol e, consequentemente, a 
obtenção de um rendimento mais elevado. Os efeitos estimados e as interacções entre 
os factores são apresentados na Tabela 15. 
 
                   
                  Tabela 15 - Planeamento factorial 23, efeitos estimados e ANOVA. 
Factores e 
interacções 
 
Efeito 
 
 
SS 
 
df 
X 
 
E 
 
S 
 
X x E 
 
X x S 
 
  E x S 
0,2275 
 
0,0275 
 
0,0475 
 
0,0025 
 
0,0325 
 
0,0125 
0,10351 
 
0,00151 
 
0,00451 
 
0,00001 
 
0,00211 
 
0,00031 
1 
 
1 
 
1 
 
1 
 
1 
 
1 
Erro  0,00011 1 
Total  0,11209 7 
          SS = soma dos quadrados; df = graus de liberdade;  
          X = xilose; E = extracto de levedura; S = sais. 
 
 
Tal como foi anteriormente referido a variável que tem um maior efeito é a 
xilose seguida, à distância, pelos sais e depois pela interacção xilose – sais que têm 
efeitos significativamente menores. As condições óptimas são, então, 30 g/L de xilose, 
1 g/L de extracto de levedura e metade da concentração de sais descrita na 
composição do meio sintético que serviu de base ao estudo.  
A concentração de xilose óptima é a concentração máxima que foi estudada 
pois verificou-se que só assim é possível atingir rendimentos de processo elevados. A 
concentração do extracto de levedura e a concentração de sais são mínimas pois não 
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apresentam efeito significativo no rendimento de produção de xilitol e com isso 
reduzem-se custos.  
 
 
13.3  Fermentação em Erlenmeyer da solução de açúcares com 
D. hansenii 
 
Após a determinação das condições óptimas do meio fermentativo com meio 
sintético, os valores de concentração estabelecidos foram aplicados à solução de 
açúcares obtida a partir do licor por permuta iónica.  
Os resultados obtidos são apresentados na Figura 25. 
 
              
                   Figura 25 - Fermentação da solução de açúcares concentrada com D. hansenii 
para a obtenção de xilitol. 
 
Os resultados da fermentação da solução de açúcares ficaram algo aquém do 
esperado. Ao contrário das fermentações realizadas com meio sintético, o xilitol 
começa a ser produzido só às 78h quando esse era, regra geral, o ponto em que se 
atingia o pico máximo de produção de xilitol. O ensaio 2, do planeamento factorial, 
tem as mesmas concentrações de xilose, sais e extracto de levedura que esta última 
fermentação mas enquanto no ensaio 2 se obteve 7,1 g/L de xilitol às 79h, neste 
Resultados e Discussão 
 
 104  
último o máximo de produto alcançado é de 5,5 g/L às 192h. O rendimento do 
processo não ultrapassa metade do obtido anteriormente: 25 %. A produtividade 
volumétrica é igualmente baixa, 0,03 g/L/h, devido ao consumo lento da xilose. 
Contudo, o aumento de biomassa ao longo do tempo não apresentou problemas de 
maior, sendo a taxa específica de crescimento registada de 0,11 h-1.  
A razão para este fraco desempenho da D. hansenii pode estar relacionada com 
a presença dos lenhossulfonatos e outros compostos fenólicos como: o pirogalol, o 
ácido vanílico, o ácido siríngico, o ácido gálico e o ácido elágico (Marques et al., 2008) 
que podem interferir, de alguma forma, com o metabolismo de redução da xilose a 
xilitol. Ao contrário do que acontece com fungo P. variotii, estes compostos não 
funcionam como fontes de carbono para a levedura D. hansenii mas sim como 
possíveis inibidores. Pode ainda haver outros compostos desconhecidos provenientes 
do licor que possam inibir o processo fermentativo. O facto de existir manose na 
solução de açúcares utilizada, e não no meio sintético modelo pode, conjuntamente 
com a glucose, ter retardado a assimilação da xilose e a consequente produção de 
xilitol (Tavares et al., 2000). Este comportamento permitiu um período longo de 
crescimento da biomassa antes de ter início a redução da xilose a xilitol. Quando a 
produção de xilitol teve inicio, os requisitos necessários à manutenção da elevada 
concentração de biomassa podem ter estimulado a via catabólica, de forma obter 
energia suficiente sob a forma de ATP para a levedura se manter (Rivas et al., 2003). 
 
Será necessário, antes de mais, repetir o ensaio com as respectivas réplicas 
para confirmar ou não os resultados obtidos. 
Será útil alargar o âmbito do estudo às condições de arejamento, agitação e pH 
do processo fermentativo. As condições de arejamento são cruciais para evitar a 
conversão de xilitol a xilulose e a não acumulação de xilitol no meio para posterior 
recuperação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 105 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             Conclusão 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusão 
 
 106  
O trabalho consistiu numa abordagem que utilizou o licor de cozimento ao 
sulfito ácido tal e qual como é recolhido na indústria para a produção de proteína 
microbiana e ainda numa outra que utiliza o licor, depois de separada a fracção de 
açúcares em resinas de permuta iónica, para obtenção de um produto de elevado 
valor acrescentado: o xilitol. 
 Pela caracterização físico-química do licor concluiu-se que este apresentava 
um carácter ácido, uma quantidade elevada de lenhossulfonatos, um total de 4-5 % 
de açúcares onde a xilose é o predominante, algum ácido acético, furfural em 
quantidades vestigiais e um teor de sólidos que ronda os 14,5 %. O baixo pH e a 
presença de certos compostos presentes no licor, que contribuem para a inviabilidade 
celular das culturas, ditaram o tratamento do licor com NH4OH e a sua posterior 
oxigenação. 
A análise da solução de açúcares revelou que as resinas de permuta iónica são 
eficientes na remoção completa do ácido acético e quase completa dos 
lenhossulfonatos, revelou igualmente que a xilose está disponível essencialmente na 
sua forma monomérica e que cerca de 10 % dos açúcares são dímeros. 
A realização de ensaios fermentativos batch em Erlenmeyer, com licor a 100% 
ou diluído em meio YM ou meio ME em diferentes proporções, permitiu avaliar a 
viabilidade do processo fermentativo e estabelecer uma comparação entre fungo e 
leveduras. Concluiu-se que o fungo possui uma capacidade muito elevada de 
adaptação ao licor e que fermenta um maior número de fontes de carbono do que as 
leveduras. Estes factores explicam a elevada concentração de biomassa obtida. Apesar 
do fungo P. variotii ter um crescimento em meio sólido e em meio líquido mais 
demorado, relativamente às leveduras K. fragilis e C. utilis, o elevado rendimento do 
processo e o facto de crescer no licor a 100 % suplanta esta desvantagem. As 
leveduras não sobrevivem num meio com 80 % de licor. Por análise da biomassa 
fúngica obtida concluiu-se que esta possui um teor de proteína total ou “real” que 
ronda os 70% e um teor de ácidos nucleicos inferior 18 %, o que indica que pode ser 
aplicado directamente em rações para animais. Potencialmente, juntamente com 
outros constituintes e após análise toxicológica e determinação dos aminoácidos, 
poderá ser considerada para consumo humano. 
A realização de ensaios preliminares para determinação dos constituintes do 
meio sintético modelo revelou que uma baixa concentração de glucose (2 g/L) é 
essencial ao “arranque” da fermentação com a levedura D. hansenii. A optimização da 
composição do meio fermentativo por aplicação de planeamento factorial a dois níveis 
revelou que o rendimento máximo alcançado é de 63% com uma forte dependência da 
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concentração de xilose, 30g/L, e uma fraca influência por parte das variáveis: 
concentração de sais e concentração de extracto de levedura.  
Com as concentrações óptimas dos componentes do meio determinadas 
realizou-se um ensaio com a solução de açúcares. Os resultados obtidos ficaram 
aquém do esperado, o rendimento do processo não ultrapassou metade do rendimento 
obtido nos ensaios em meio sintético. Serão necessários ensaios futuros para a 
obtenção de melhores resultados.  
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Muito ainda ficou por estudar neste projecto de investigação centrado no 
bioaproveitamento do licor de cozimento ao sulfito ácido para obtenção de produtos de 
valor acrescentado, nomeadamente: proteína microbiana e xilitol. É assim possível 
enumerar diversas vertentes de trabalho que se poderiam, posteriormente, levar a 
cabo com vista à continuidade da investigação, especialmente no que toca à aplicação 
industrial: 
 
a) Optimização da produção de biomassa com o fungo P. variotii em 
reactor. Numa primeira fase, em reactor com um volume útil de 1L e, 
numa segunda fase, em reactor com um volume útil bastante 
superior, ou seja, já numa escala piloto. 
 
b) Análise da biomassa obtida, tendo em conta alguns parâmetros que 
ficaram por determinar, nomeadamente: o teor de lípidos (ácidos 
gordos, esteróis e fosfolípidos), hidratos de carbono, fibras, minerais 
e vitaminas, o perfil dos aminoácidos e a análise toxicológica.  
 
c) Estudo do melhor método de redução do teor de ácidos nucleicos 
presentes na biomassa com vista ao consumo humano. 
 
d) Repetir o último ensaio com a D. hansenii para a obtenção de xilitol a 
partir da solução de açúcares. 
 
e) Estudo das condições de arejamento, agitação e pH do processo 
fermentativo de produção de xilitol em reactor. 
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Anexo I - Curva de calibração para a determinação de açúcares redutores pelo método DNS. 
 
 
Anexo II – Curva de calibração para a determinação da proteína total pelo método Lowry. 
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Anexo III – Curvas de calibração para a determinação da glucose, xilose, xilitol, etanol e ácido 
acético pelo método HPLC. 
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Anexo IV –Curvas de calibração para a determinação dos monossacarídeos pelo método GC-
FID. A=área ; P.I.= padrão interno; m= massa. 
 
Anexo V – Rectas de calibração de K. fragilis e C. utilis em diferentes meios. 
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Anexo I - Curva de calibração para a determinação de açúcares redutores pelo método 
DNS. 
 
 
Anexo II – Curva de calibração para a determinação da proteína total pelo método Lowry. 
                                                                                     
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Anexo III – Curvas de calibração para a determinação da glucose, xilose, xilitol, etanol e 
ácido acético pelo método HPLC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anexo IV –Curvas de calibração para a determinação dos monossacarídeos pelo método 
GC-FID. A=área ; P.I.= padrão interno; m= 
massa. 
 
Anexo V – Rectas de calibração de K. fragilis e C. utilis em diferentes meios. 
 
K. fragilis - 40% Licor
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K. fragilis - 60% Licor
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C. utilis - 60% Licor
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C. utilis - 
 40% Licor
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C. utilis  - 80% Licor
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K. fragilis - 80% Licor
y = 5,385x + 0,1213
R2 = 0,9864
0,000
0,200
0,400
0,600
0,800
0,00 0,20 0,40
[Biomassa] (g/L)
Ab
s 
62
0n
m
)
